
































































































第1節 本研 究 の 背景
本 研 究 で は水 環 境 中 に存 在 す る化学 物質 が、 水道 水 源 に流 入 しヒ トに対 して 毒
性 を及 ぼ す可 能 性 が あ る とい う観 点 か ら、 と くに遺 伝 毒性 影 響 の試 験法 の検 討 と、
実際 の水環 境 試 料 へ の適 用性、 及 び評 価 を論 じて い る。
遺 伝毒 性 と は、 人 間 の体 を構 成 す る細 胞 の核 内遺 伝子 や、 染色 体 等 の遺 伝情 報
に損 傷 を与 え、 そ れが 起 因 とな って 突然 変 異 や染 色 体異 常 が 誘発 され、 これ が発
癌 の 原 因 とな った り、 生 殖細 胞 を通 して遺 伝 的 障害 と して発 現 す る こ とを指 して
い る。 つ ま り遺 伝 毒性(gen。toxicity)の概 念 は、DNA損 傷 か ら修 復 ミス、 突 然
変 異、 染 色 体 異 常 を通 した遺 伝 子 上 の障 害 全般 を示 す用 語 と して用 い られ て き て
い る よ うで あ る。 これ に対 し、 変 異原 性 とい っ た場 合 に は、DNA鎖 上 の塩 基 が
何 らか の原 因 で 変異 して いる現 象 や、 染 色体 の上 に明 らか な交換 な どの異 常が 認
め られ る場 合 や、 それ が 原 因 で細 胞 の突 然変 異、 異 常細 胞 が生 成 す る こ とを さす。
したが って変 異 原性 の用 語が 使 わ れ る場 合 に は、DNA損 傷 や修 復 ミス の現 象、
あ る いは染 色 体異 常性 とは厳 密 に 区別 され て い る こ とが 多 い。
発 癌性 が い くつ かの 遺 伝子 障害 の複 合 的 な促 進 に よる細 胞 の癌 化 を指 す用 語 で
あ るが、 遺 伝 毒性 と密 接 な関 係 が あ る こ とが 定 見 とな りつ つ あ る1)。細 胞 の癌 化
へ 至 るプ ロセ ス に は様 々の要 因 が あ り、 多 段 階 発生 説 が 一般 に は受 け入 れ られ て
い る。 概 念 的 には三 大 別 され て い る。 第一 段 階 は標 的細 胞 の遺 伝子 に直接 作 用 し
て遺 伝 的変 化 を起 こす 一 次発 癌物 質(primarycarcinogen)、また はgenotoxicca
rcinogenと呼 ば れ る。 これ は生体 内 で代謝 活 性 化 されDNAの 求 核 部 位 と結 合 し
てい わ ゆ るDNA付 加 体(DNAadduct)を生 成 した り、 活 性酸 素 を生 成 してDNA
修 飾 をお こす。 第 二 段 階 は生 体 内 の特 定部 位 に遺伝 子 変 化 の起 こ りやす い状 態 を
作 る二 次 発癌 物質(secondarycarcinogen)、ま たはepidegeniccarcin。genがあ る。
これ は特 定組 織 に壊 死 と再 生 を繰 り返 す よ うな 物質 や、 生体 内分 泌物 質 を乱 す 物
質 な どで ある。 第 三 段 階 は、 フ.ロモー ション(promotion)と呼 ばれ る段 階 で あ る。 これ は、
イニシエー ション(initiati。n)によ り突然 変 異 を起 こ した細 胞 が、 細 胞 膜 や細 胞 質 な どの
変化 を起 こ して異 常 増 殖能 を獲得 す る過程 をい う。 この よ うに細 胞 の癌 化 は突 然
変異 と密 接 な 関係 にあ るが、 本研 究 で は と くにinitiation段階 の最 初 に生 起 す る
で あ ろ う遺 伝 毒 性 を取 り扱 って い る。
水 環境 中の 化 学 物質 で発 癌性 物 質 の存 在 が 特 に問 題 とな っ て きた の は、1974年
ニュー オー リンズ市 水道 水 中 か ら発 見 され た トリハロメタン以来 で あ る。 トリハロメタンは 水道 水 源 中 の
フミン質 な どの前 駆 体 に対 して消 毒 の ため の塩 素 を注入 す る こ とに よ り生 成 す る。 そ
の中 の如 ロホルムに発 癌 性 が 認 め られ る とい う報 告 に よ り、 水環 境 中化 学物 質 に対 す
る遺 伝毒 性、 変異 原 性 な どの研 究 が展 開 され る よ う にな っ て きた。
如 日ホルムの発 癌性 は、 工ARCモノグ ラフ(1979)によれ ば2)、マウスとラットに対 す る経 口投 与
に よ って、 マウスに肝 癌、 雄 ラットに腎 の悪 性 腫 瘍、 雌 ラットに 甲状 腺 の腫 蕩 を発 生 さ せ た
と報 告 してい る。 た だ ヒ トに対 す る症 例、 疫 学 的テ㌧タは十分 に収 集 され て い な い。
またSalm◎nella一 に よるハ'クテリアの変 異 原 性試 験 で は陰性 であ った。 こ
1
れ に よ りモノグ ラフで は、 実 際 上 ヒ トに対 して も発 癌 の リス クが あ る と認 め て も よ い
と して い る。
ア メ リ力合 衆 国 環境 保 護 庁(U.S.EPA)飲料 水 局(ODW)のHealthAdvis。ryProgra
m(HA)3}は、 特 定 汚 染 物質 ま た は化 合物 の、 特定 曝 露 期 間 に発 癌 性 を示 す 有 害 な健
康影 響 を生 じない と予 測 され る飲 料 水 中 の汚 染 物 質 の濃 度 を評 価 して い る。1987
年 のHAでは49化学 物質 の評 価 が な され て い るが、 有 機物 で は多 くの有 機 塩 素 化 合
物 に 加 え、 塩 化 ビ ニルや有 機溶 剤 の 如 ロエチレン類、 除 草 剤 の ペンタ如ロフェノう、 ダ 材キシンな
ど多 様 な化 学 物 質 の評 価 が な され て い る。
農 薬、 除 草 剤 は近 年 水 域汚 染 とそ の毒 性 の た め注 視 さ れつ つ あ る物 質 群 で あ る。
農薬 の使 用 はわ が 国 で は半 分 近 くが水 田で 使 用 さ れ て い る と され る。 そ の変 異 原
性 に つ い て は、Captaf。1,Captan,NAC,MNEB,Sumition,DDVP,DEP,Dimeth。ate,MTMC
につ い て、 いず れ も染 色 体異 常 試 験 で 陽性 が検 出 さ れ、 さ らに そ のニトロソ化体 は よ
り強 い異 常 性 を示 す こ とが報 告 され て い る4〕。
この よ う に飲 料 水 中 に混入 す る可能 性 の あ る微 量 汚 染 物 質 や、 塩 素 消 毒 に よる
有機 塩素 化 合 物 に対 しての対 応 策 と して、 カ ビ臭 除去 も含 め て導 入 が 急 速 に ひ ろ
が りつつ あ るの が オ ゾ ン酸化 であ る。 その 酸化 副生 成 物 に脂 肪族 アルデ ヒド、 ケトン類
に変 異 原 性 を有 す る物 質 の存 在 す る ことが 多 く報 告 され て い る た め5)、オ ゾ ン処
理 の安 全 性 につ い て の議論 が 絶 たな い。 しか しなが ら、 これ は消 毒 法 と して塩素
処理 に よ る有 機塩 素 化 合物 の有 す る毒 性 と定量 的 な比 較 を実 施 して議論 すべ きで、
そ の残 留 性 と もど も評 価 の対 象 と して考 慮 す べ き で あ ろ う。
さ ら に水環 境 中へ の 有機 物 の 負荷 と して は下 水 処 理 水 の放 流 を考 慮 に 入れ る必
要 が あ るが、 下水 中 に含 まれ る し尿、 いわ ゆ る ヒ トふ ん 便 に は、 かな りの変 異原
性物 質 が 存在 す る ことが予 想 され る。 それ は発 癌 が、 そ の多 くが 我 々の旧 常 の生
活 様 式、 と くに食 生 活 に起 因 して い る とい わ れ、 加 熱 食 品 中 のヘテロサイクリックアミンや、
タバ コの喫 煙 に よ る もの とされ る。 これ らの 摂取 化 学 物 質 が体 内 を経 て、 ・3・ん 便 内
に排 泄 され る こと は十 分 に考 え られ る。 事 実焼 い た牛 肉 に は強 力 な変異 原 で ある
2-amino-3,8-dimethylimidazo〔4,5-f]quinoxaline(MelQx)が存 在 す るが、 これ を
摂 取 した人間 の・3・ん便 中 に はや は りMelQxが確認 さ れ て い る6)。またタパ]を 喫煙 す
る人 間 の 尿 中 に は、Sgmix存在 下 で の 。一アセチル転 移酵 素 活 性 化 物(アミノアレーン)が存 在 し、
変 異 原性 を示 す こ とが認 め られ て い る7〕。 この よ う な変異 原 性 物 質 に は、 ま た摂
取 した食物 中 の成 分 を腸 内 菌 叢が 嫌 気 的 に代 謝 し、 変異 原 と して活性 化 す る こ と
も知 られ て い る。 た とえ ばグ 擁 シドや、 これ を含 む赤 ワイン、 紅 茶 が ふ ん便 の抽 出液
(fecalase)の添 加 によ りAmes試験 で陽 性 を示 した とす る8)。し尿 が水 域 へ の 変 異
原 の 負荷 と して大 き く虹 イトを しめ る可 能性 のあ るな らば、 処 理 場 にお け る これ ら
の 挙 動 もきわ め て 重要 な関心 事 と なる で あ ろ う。
第2節 水 環 境 試 料へ の変異 原 性 試 験 の適 用 例 と問 題点
水 環 境 試 料 に含 まれ る変異 原 性 物 質 を検 出 す る試 みが、 飲 料 水 中 の安 全 性 の 確
保 と い う観点 か ら研 究 者 た ち に よ って実 施 され て きた。 その 方法、 対 象 試 料、 濃
縮 法 等 に関 す る ま とめ を表1-1に示 す。
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衰H水 環 境 試 料 へ の 変 異 原 性 試 験 の 適 用
文 献No著 者 試 験 法 対 象 試 水 濃 縮 法 抽 出 溶 媒
9亀 井 ・丹 保 らAmesテ ス ト 泥 炭 池 有 機 着 色 水 のXAD2メ タノー ル
q985)塩 素 、 オ ゾ ン 処 理 水 減 圧 濃 縮 アセトニトリル
逆 漫 透 膜 ゾ 夘 ロメタン
10奥 山 ・丹 保 らRec-assay泥 炭 池 底 泥 な ど の 塩 素 減 圧 濃 縮 ア励 リ抽 出
(1987)処 理 水
11亀 井 ・丹 保 らAmesテ ス ト 泥 炭 池 着 色 水 、2次 処 減 圧 濃 縮 ジ 如 ロメタン
(1989)理 水 の 遊 離 塩 素 、クロラミン
、二 酸 化 塩 素 処 理 水
12浦 野 らAmesテ ス ト 腐 葉 土 抽 出 水 の 塩 素 処CSP800DMSO
(1988)理 水CHPA254NNaNO3
13富 田 ・浜 田 らAmesテ ス ト 河 川 水 と そ の 塩 素 処 理 減 圧 濃 縮+一
(博80)水 凍 結 乾 燥
14内 海 ・浜 田 らAmesテ ス ト 河 川 水 フ'ルーコットン0.5%ア ンモニア+メタ
(1990)ノ ルー
15佐 谷 戸 ・中 室Amesテ ス ト 河 川 水 と そ の 塩 素 ・オXAD2ジ クロロメタン
ら(1992)ゾ ン 処 理 水 メタノー ル
16布 柴 ・西 岡 らDNA修 復 試 水 道 水(東 京 、 名 古 屋XAD2ゾ エチルエー テル
(1983)験 、 京 都 、 大 阪)、
17松 井 らRec-assay都 市 下 水 液 液 抽 出 ゾ クロロメタン
(1985)'2次 処 理 水XAD2エ 瓢ー
フ.ルー コットン メタノー ル
18中 室 ・佐 谷 戸Amesテ ス ト 芳 香 族 アミノ酸 の 塩 素 化 一 一
ら(1992)YG株 処 理
19上 野 ・中 室 ・佐Amesテ ス ト フミン酸 の オゾ ン処 理 グ リオキサ'一ル、 メ ー
谷 戸 ら(1992)ラ ット肝DNA損 チルグ リオキサ'一ル
傷 を 試 水 に 同 定
20近 藤 ・石 黒 らA爬sテ ス ト 殺 虫 剤 、 殺 菌 剤 、 除 草 一 一
(1992)YG株 剤
21染 谷 ・鯉 川 らAmesテ ス ト 廃 棄 物 埋 立 地 侵 出 水 液 液 抽 出 シ●クロロメタン
(1992)
22木 苗 。山 下 ら 海 水 ナマス'パ ル プ 工 場 廃 水 直 接 接 触
(1990)
23C。1emanet.aAmesテ ス ト フミン酸 の 塩 素 処 理 液 液 抽 出 ゾ 如 ロメタン
1.(1984)シ'エ チルエー テル
24KringstadetAmesテ ス ト バ ル ブ 漂 白 水 モデ ルに へ'ンゾ フ ー
.a1.(1984)エ ノン、ナフタレソ、アン
トラセン
25Hopkeet.al.Amesテ ス ト 都 市 下 水 処 理 場 汚 泥 液 液 抽 出 アセトン
(1984)ヘ キサン
26LippincotteAmesテ ス ト 水 道 水 連 続 液 液 抽 出 シ9クOロメタン
t.a1.(1990)
27L8ngevinet.SOSクoモ テスト 河 川 底 泥 液 液 抽 出 ジ 如Oメ タン
aユ.(1992)
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28中 村 ・鵜 川umuテ ス ト ァミノ酸 の 塩 素 処 理 生 成 一 一
(1992)物
29山 吉 らumuテ ス ト 環 境 水 減 圧 濃 縮 ジ クロ0メタン
(1989)XAD2メ タノー ル
30HartemannAmesテ ス ト オゾ ンを 導 入 し た 浄 水 場XAD4/8メ タノー ル、アセトン
et.aL(1987)V79/HGPRTDMSO
31Ko。1et・al.Amesテ ス ト 浄 水 場 の 塩 素 ・オソ'ンXAD4/8DMSO
(1986)処 理 水 アセトン
32D。laraet.Amesテ ス ト 浄 水 場 の 塩 素 ・オソ'ンXAD2シ'ク ロロメタン
a1.(1987)処 理 水 クロロホルム
33C。9netet.Amesテ ス ト 浄 水 場 の 塩 素 ・オゾ ンXAD2/8ゾ 如 ロメタン
a1.(1986)処 理 水 メタノール
34B。ubigotet.V79/HGPRT浄 水 場 の 塩 素 ・オゾ ンXAD2/7メ タノール
al.(1986)SOS如 モテスト 処 理 水
35VartiairenAmesテ ス ト 塩 素 消 毒 し た 飲 料 水XAD4/8ジ クロロメタン
et.al.(1987)DMSO
36M。narcaet.Amesテ ス ト 塩 素 消 毒 し た 飲 料 水Sep-pakDMSO
a1.(1985)XAD2




39Kronberget.Amesテ ス トMXXAD4/8シ.エ チ1は一テル
al.(1988)
40Hucket.aLAmesテ ス ト 塩 素 ・オゾ ン処 理 水XAD2ア セトン/ヘキサン
G989)酵 母
41C。1emanet.A爬sテ ス ト フミン質 の 塩 素 処 理 水 液 々 抽 出 ジ 如 ロメタン
a工.(1984)シ 繭工チルエーテル
42H。1mb㎝et.A爬sテ ス ト ハ●ルプ 漂 白 水XAD4メ タノール
a1.(1987)
43Ringbardet.Amesテ ス ト 浄 水 場 の 塩 素 処 理 水XAD2/8メ タノ ルー
a1.(1987)ア セトン
44Meieret.a1.Amesテ ス ト フミン質 の 塩 素 処 理 水 液 々 抽 出 シ'エチルェーテル
(1985)工 一テル
45Meieret.a1.Amesテ ス トMXXAD2/8ア セ トン
(1987)
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表 中の 研 究 者 らは塩 素 消毒 に と もな って生 成 す る とされ る トリハ0メタンを中心 とす る
有機 塩 素 化 合 物 を ター ゲ ットと して い る。 ま た北 ヨー ロ ッパ 及 び カナ ダ の研 究者 らは
パ ル プ漂 白に よる有 機 塩 素化 合 物 を扱 って いる。 そ の中 の た とえ ばクoロホルム等 は前
述 した よ うに 発癌 性 が 指 摘 され て いる。 しか し発癌 性 試 験 は時 間 と労力 が か か り
す ぎ るた め、 発 癌 性 と相 関 を持 つ とさ れ るハのクテリア系 を用 い たAmesテス トを中 心 と
す るバ クテリア系 の適 用 が 検討 され て きて い る。 ま た対 象 とされ る試 水 は水 道 水 源水
とな る よ うな河 川 水、 と くに トリハロメタンな どの前 駆 体 とな るフミン質 を含 む水 が 対象 と
な り、 これ に 塩素 や オ ゾ ンに よ る化学 酸 化 を施 した もの を試 料 と して い る。
濃 縮 法 には、 全 て の 有機 物 をな るべ く回 収 しよ う と い う観 点 か らロー列 一エパボ レー
ター に よ る減圧 濃 縮 法 が 用 い られ た り、 ゾ ク聞メタンに よ る液 液抽 出 が用 い られ て い る
が、 変 異 原 物 質が 疎 水 性画 分 に多 い こ とか らXAD等の樹 脂 吸着 に よる選択 的濃 縮 が
実施 され る例 が多 い。 また、 多環 芳 香 族 化 合物 を選 択 的 に吸着 す るア ルー ]ットン、 プ
ルー レー ヨン法 も適 用 され つ つ あ る。 この よ うに、 未 知 の 混合 試 料 を対 象 とす る場 合 に
は、 濃 縮 の段 階 で 用 い る方 法 に よ り、 回 収 され る化 学物 質 のスクリーニング が な され る。
したが って対 象 と して いる変 異原 性 物 質 が何 か、 とい う点 で選 択 す る濃 縮法 が定
ま って くる。 さ らに い え ば、 化学 酸 化 処理 と して塩 素 とオ ゾ ンの 副生成 物 を比較
して い く場 合、 有 機塩 素 化合 物 は疎 水性 の もの が多 く、 これ に対 して オ ゾ ン処理
はそ の酸 化 力 に よ り有 機 物 の親 水 化 を 図 っ てい る こ とか ら、 同 じ濃 縮法 で果 して
目的 の変 異 原 性 を有 す る化学 物 質 を回収 し得 て い るか、 甚 だ 疑 問 のあ る と ころ で
ある。
フミン質 か ら生 成 され る有 機 塩 素化 合 物、 あ る いは加 ポ ニル化 合 物 が変 異 原性 と して
報告 さ れつ つ も、GC/MS等分 析 技術 の発 達 に よ り含 有 化 学物 質 の 分画、 同 定が 進 ん
でい る。 た とえ ば、Colemanら46》は、 フミン酸 の塩素 化 液 中 で変 異 原寄 与 率 の最 も高
いの は、3一如 ロー 4-(ジメチル)-5一ヒド日キシー 2(5H)一フラノン(MX)で あ り、 全 変 異 原性 の4
1%の寄 与 率 を 占め、 他 の 塩化 フミン酸 の9%をは るか に上 回 って い る。Holmbom38}、K
ronbrg39》、Meier4㈲ら、 特 に パル プ漂 白水 を対 象 とす る研 究 者 もMXの 存在 を指
摘 して い る。 もっ と も このMXも 水環 境 中 で は比 較 的不 安 定 とされ、 現 場 で の変
異原 性 の 評価 とな る と、 未 だ 定量 的見 解 の な いの が 実状 とい え よ う。
この 観点 か ら、 従 来 水環 境 試料 で着 目さ れて きた 変異 原 と しての有 機 塩素 化 合
物 につ い て は、 表 中 に 示 した よう に、 まず その 濃縮 倍 率 を増 す ため に樹 脂 吸着 法
が 用 い られ る こ と、 第2に これが 疎 水 性 で あ るた めXAD吸着 で、 ゾク0ロメタンやメタノール
に よる溶 出法 が 用 い られ る こ と、 さ らに現 象 と してmutati。nをみ る ため にAmesテ
ス トに適 用 され て いる ことが特 徴 と して み られ る。 この よう に濃 縮法 と してXAD樹
脂 が 採用 され て き た の は、 ひ とつ は水 環 境 中 の変 異 原 物 質が 有 機塩 素 化 合物 と い
う疎 水 性 物 質 で あ る の で、 広 く用 い られ る よ うに な って きたが、 実 際 の 適用 を考
え た場 合、XADは洗浄 操 作 が 煩 雑 で、 水 環境 試 料 の 変異 原試 験 と して の 「濃 縮 一ハ
'クテリアア
ッセイ」 試 験 と して はや や手 間 が か か りすぎ る 方法 と思 われ る。 ま た本 論 文 中
で展 開 して い くが、 有 機塩 素 化合 物 は大 きな問 題 と はい え、 む しろ窒 素 化合 物 の
存 在 が 大 きな遺 伝 毒 性 負荷 源 と して存 在 す る可 能 性 が あ る と き、 この 「濃縮 一アッ
セイ」 系 は、 そ の組 合 せ を再 考 して い く必 要 が あ る と思 わ れ る。
濃 縮法 に よ るスクリーニング と は別 に、 菌 株 に よっ て試 料 中 の化 学物 質 をあ る程 度 同
定 して い く方 法 が 開発 され つ つ あ る。 特 に変 異 原 性 を有 す る とさ れ る環 境 中の 化
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学 物 質、 ニトロアレーン、 アミノル ンーをスクリーニング す る 目的 で 国立 衛 生 試 験 所 及 び大 阪 府 立 公
衆 衛 生研 究 所 の研 究 グ ルー プ に よる 開発 が 進 め られ つ つ あ る。Amesテス トで はYG株
の 適 用 が試 み られ 本 研究 で展 開 す る塑 テ ス トに お い て も窒 素 化 合 物 に 高感 度 性
を有 す るNM株が 開 発 され て い る47)。
以 上 の よう に水 環 境 中 に混 入 す る化 学 物質 の遺 伝 毒 性、 変 異原 性 につ いて そ の
評 価 が展 開 さ れつ つ あ るが、 特 に近 年、 日本水 環 境 学 会 で は、 水 環 境 試 料 へ のパ
イオアッセィの適 用 と問 題 点 が議 論 され つつ ある。3回 に亘 るシソホ.ジウムは、 最 初 に 「水
環 境 試料 へ の変 異 原性 試 験 の 適用 」 と題 して、 水 中 微 量 有機 物 に対 す る 様 々 なパ
イオアッセイを用 い た変 異原 性 の評 価 の事 例 が 紹介 され て い る48)。こ こで は水 環 境 試 料
が 混 合試 料 で あ り、 低 濃度 で あ る ことか ら、 濃 縮、 分 画 法 に よ る評 価 の差 異 や、
パ イオアッセイの種 類 に よる適 用 の 差 な どが 取 り上 げ られ た。 第二 に 「水 中汚 染 化 学 物
質 の パイオアッセイ系 の 現状 と問 題 点 」 と して、 対 象 化 学 物 質 を有 機 塩 素化 合 物 に絞 っ
た場 合 の各 パ イオアッセィ(Amesテス ト、Rec-assaY、」型 テ ス ト、 魚 類 細 胞、 哺乳 動 物
細 胞)の 成 果 が 紹 介 さ れ た49}。これ ら のシンホ.ゾウムの過 程 で ①スクリーニング と して の各
アッセイの位 置 づ け、 即 ち各 細胞 での 変 異 誘発 の作 用 機 序、 ② 水 環 境 中 で の蓄 積 性(
生 物 分解 性)、 ③ 複合 効 果、 ④ 水 環 境 中 で の閾 値 表 現、 発 現 確 率 等 の評 価 法 が 問
題 点 と して浮 上 した。 これ らの問 題 を 解 くため に、 「バ クテリアに よ る安 全 性 評 価 一人
へ の 毒性 を中 心 に」 と題 し、 パ クテリアアッセイの適 用 性、 動物 細 胞 での 適用 性、 遺 伝子
で の 適用 性 と各 々化学 物 質 の生 体 内 で の作 用 す るメ力ニズ ムを解 き明 か しなが ら、 人
間 が 摂取 す る可 能 性 の あ る環 境中 の水 塊 を定 量 的 に 評価 す る試 み が模 索 され た53
}。 そ こで は た と え ば生体 内 で の機構 に は、 た とえ ばDNA損 傷 の多 くが 活性 酸 素
生 成 に関 わ る可 能 性 が あ る との報 告 が 続 き、 機 構 解 明 に 向 け た病 理学 的 アプ ローチが
進 ん で い る もの の、 そ れ を現 場 の 水 環 境 にお と した とき、 どの よ うな評 価 をす れ
ば よ いの かが 将 来 の問 題 点 と して指 摘 され た。 た とえ ば リスクアセスメントの よ うな確 率 的
評 価法 と、DNA損 傷 に関 わ るメ力ニス'ム解 明 との 間 を埋 め て い く知見 が 必 要 で ある
との認 識 が な され た。
この よ うに 水環 境 の よ うな混 合 試 料 に対 応 す る場 合 に は、 適 用 す るパ イオアッセイの
作用 機 序 を把 握 してお くこ と、 何 の 遺伝 毒 性 を 知 りた いか に よ り適 用 す る濃 縮法、
分画 法、 パイオアッセイを選 択 す る こ と、 検 出 した遺 伝毒 性 の定 量 的意 味付 け を評 価 す
る こ と等、 複 雑 な要 因 を内蔵 して いる分 野 とみ なせ る。
表1-2には、 細 菌細 胞 を用 い た試 験、Ames法、Rec-assaYさらに 本研 究 で 用 い る
型 テ ス トの 比 較 表 を示 した。
Ames法は、1971年に加 フォルニア大学 のB.Amesらに よ って 開発 され 普 及 して い る 鎚
1monellath鯉 巫TAシリー ス'を用 い る短 期 アッセイで あ る。 菌 株 は、 ヒスチシ'ンを合 成
で き な いヒスチジ ン要 求 性(his冒)株で、 化学 物 質 が 遺伝 子 に作 用 した場 合、 ヒスチジ ンを
再 び合 成 で き る よ うに な った ヒスチジ ン非 要 求 性(his")の復 帰 体(revertant)のコ ロニ
ー 数 を数 え て、 そ の物 質 の有 す る 突然 変 異 原性 を判 定 す る。 通 常 よ く使 わ れ るの
は、 塩 基対 交 換 型 突 然 変 異 を検 出 す るTA100(TA1535/pKM10Dと、 ル ムーシフト型 突 然 変
異 を検 出 す るTA98(丁A1538/pKM101)であ る。 わが 国 で は1979年改 正 労 働安 全衛 生 法
に よ り、 労 働 環 境 で 扱 わ れ る全 て の新 規 化 学物 質 は、 そ の名 称、 物 理 化 学 的 諸性
質 等 を労 働省 に届 け出 る とき に、 そ の物 質 の有 害性 を微 生 物 変異 原 性 試 験 で 調 べ
た結 果 を 同時 に届 け出 る ことが 最 初 の制 定 とな り51》、 そ の後 薬 事 法(1984)、農 薬
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表1-2Amesテス ト、Rec-assay、L皿Uテス トの比較
方法Rec-assay型 テス トAmesテ ス ト
試験菌 株BacillussubtilisSalmonella並亘Salmonella」血
H17(rec-),M45(rec+)TA1535/pSK1002TA98,TA100
SOS反応上DNA損 傷 によるDNA損 傷 に よるDNA損 傷
の位置 遡 の誘導!鋤 の誘導 ↓
↓ ↓ 修復遺伝子群の誘発





取締 法(1985)、化 審 法(1986)にも とつ く試 験が イド ラインが公示 され て い る。 本 法 は
sp。tmutati。n(フレー ムシフト、 塩 基対 交換)の 量 を知 る 試験 法 で あ るが、 判 定 に3日
か か る こ とや、TA98、TA100株など の現 象 に特 異性 のあ る こ と、 厳 密 な無 菌操 作 の
必要 な こ と、 ヒスチジン含有 系 に は適 用 で き ない こ と、 さ らに菌 の増 殖能 が 重要 な指
標 と なる の で細 胞 毒性 の強 い物 質 に対 して は陰 性 の 結果 とな る こ と等 の 短所 を有
して いる。
Rec-assayは、DNA損 傷 性 を知 る試 験法 で あ る。 枯 草 菌(Bacillussubtillus
)のDNA組 み代 え 修 復欠 損 株(璽 つ と、 野 生株(墨+)を 組 合せ、 化 学物 質 を与 え
て、DNAに 損傷 を生 じた場 合 にrec『で は修 復 機 能 が働 か ず、 結 果的 に増殖 して
こな い生 育 阻 害性 を、 墨+の 生育 阻害 性 と比 較 し、 それ がDNAの 損 傷 によ る も
のか、 他 の細 胞毒 性 に よる も のか を判 定 す る52》。 しか しなが ら、 本 アッセイは細 胞増
殖 阻害 曲線 を測定 して、 その 野生 株 との 差 か ら判定 す る ため、 経 時的 な 変化 を正
確 に追 跡 す る必要 が あ る こと、 無 菌操 作 が必 要 なこ と、 また化 学 物質 に よる細 胞
毒性 の効 果 がDNA損傷 に よ る阻害 効 果 に加 わ る可 能 性 が あ る。
型 テ ス トは、 加藤 ら53》に よ って発 見 さ れ た塵 遺伝 子 で 制御 され て い るSOS遺
伝子 群 の 誘発 を応 用 し、 小 田 ら54)によ り最 終的 にAmesのSalmonella皿の系
に誤 りが ち の修 復 遺 伝子umuDCを入 れ た検 出 系で あ る。 こ こで は化学 物 質 に よる突
然変 異 誘 発 の可 能 性 を、 修 復 エ ラー を3/4の高確 率 で起 こす55)遺伝 子 の誘 発 を直
接測 定 して い る。 小 田56}は、Amesテス トに あ げた 短所 を補 う形 で本試 験 法 を 開発
した。 つ ま り、 判 定が 数 時 間 で可 能 な こと、 単 菌株 で判 定 しうる こと、 ヒスチジン含
有 系 に適 用 可 能 な こ と、 抗生 物 質 耐性 株で 無菌 操 作 が 必要 で ない こと、 さ らに抗
癌 剤 の よ うに微 生 物 に対 して強 い細胞 毒 性 を持 つ物 質 に も適 用 で きる点 で あ る。
umuテス トはAmesテス トの よ う なspotmutationは判 定 し得 な いが、 少 な くと もそ
れ に 至 る ミス 修 復 を誘 発 す る遺 伝 子群 を直 接測 定 して い る。
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こ の よ う な 点 か ら、 細 胞 膜 透 過 の 容 易 なSalmonella菌を 用 い て い る こ と も併 せ、
水 環 境 に 適 用 さ れ て い る 表1-2に示 し た ハ"クテリアアッセイ中 で は、 型 テ ス トは む し ろAm
esテス トの 発 展 型 アッセイと 捉 え る こ と も可 能 で、 事 実 前 述 し た よ う に ニトロアレー ン、 アミノ
アレ ンーの 検 出 系 は、Amesテ ス トで はYG株、 ～型 テ ス トで はNM株 と 同 じ酵 素 系 導 入 で、
次 段 階 の 開 発 が 進 み、 さ ら に ア ル キ ル 化 剤 検 出 の 幽 系 の 開 発 もAmesテス ト、 」型
テ ス トで 同 時 進 行 して い る57)。
第3節 本 論 文 の 構 成
本 論 文 で は、 ま ず 第2章 で パ クテリァァッセイで あ る 」型 テ ス トを 水 環 境 中 の 化 学 物 質 に
適 用 して い く た め に、 そ の 方 法 の 簡 易 化 と、 実 際 に 」型 テ ス トに よ る 遺 伝 毒 性 の 測
定 条 件 の 明 確 化 を 試 み た。 第3章 で は 化 学 酸 化 処 理 と して 消 毒 に 適 用 さ れ て い る
塩 素 処 理 と オ ゾ ン 処 理 の 副 生 成 物 の 遺 伝 毒 性 を 評 価 す る た め に、 各 々 の 生 成 化 学
物 質 に 関 して 』型 テ ス トと 哺 乳 動 物 細 胞 に よ るinvitroの染 色 体 異 常 試 験 を 施 し、
そ れ らの 遺 伝 毒 性 の 大 き さ に 関 し て 定 量 的 考 察 を お こ な っ た。 第4章 に お い て は、
得 ら れ た 遺 伝 毒 性 の 結 果 の 評 価 手 法 と して、 化 学 物 質 の 有 す る 構 造 に 係 わ る 因 子
か ら そ の 誘 発 す る で あ ろ う遺 伝 毒 性 を 推 定 す る こ と を試 み、 ま た 確 率 論 モ デ ル を
適 用 し、 化 学 物 質 の 実 質 安 全 濃 度 を 試 算 して リ ス ク 評 価 を 試 み て い る。 さ ら に 第
5章 で は 水 環 境 中 へ 流 入 す る 有 機 物 負 荷 と して 下 水 処 理 場 、 し尿 処 理 場 の 処 理 水
に 着 目 し、 こ の 中 に 含 ま れ る 有 機 物 の 回 収 及 び 遺 伝 毒 性 の 検 索 を 検 討 し、 そ の 除
去 法 と して の オ ゾ ン酸 化 の 適 用 を 示 唆 して い る。 第6章 は 本 論 文 の 成 果 を ま と め、
結 論 と した。
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突然変異の検出法 と して、 種 々の体細胞 を用いた系が開発 されて きている。 細
菌、 酵母 などの微生物 を用いる突然変異テス ト、 ム ラサ キツユ クサなどの植物細
胞中の染色体 異常試験、 姉妹染色体交換法 による検定、 遺伝 子突 然変異試験法、
及 びinviVOでの染色体検査、 小核試験、 体細胞突然変異検出法な どが 存在 する
D o
こ の うち、 まずスクリー ニング 法 と して、Ames法な ど に よ る微生 物細 胞 を用 い たin
vitro試験、invitroでの 染色 体 異 常 試験、 そ して 小核 試 験 が 薬 事法(1984)変異 原
試 験 のガ イドライソ化 もあ り、 通 常 よ く適 用 さ れ る。 微生 物細 胞 を用 いた 突然 変異
試 験 は、 化学 物 質 や紫 外線 に よるDNA上 のspotmutati。n(flameshift,base
exchange)、あ る い は損 傷 を検 索 す る短 期 検 索 法 で あ る。DNAの 損 傷 に対 す る修
復 機 能 は、 大 別 して除 去修 復(excisionrepair)、組 み 換 え 修 復(recombinati。na
lrepair)、2倍体修 復、 対合 誤 りの修 復(mismatchrepair)、そ して誘 発修 復(S
OSrepair)があ る と され るD2}3)。
対 合 誤 りの修 復 は、 自然 にあ る確 率 で 発生 す る間 違 い で あ り、 これ を 除去 し、
正 しい塩 基 に代 え る機 能 の こ とで あ る。 た とえ ば、DNAの 複 製 にお い て、 エ ラ
ーの 頻 度 は109塩基 対 の複 製 に つ き1個 起 こ る4)。 除 去 修復 は、 損 傷 塩 基 をエンドヌ
クレアー ゼ で 切断 した後、 無傷 の 一方
のDNA鎖 を鋳 型 と してDNAの
合 成 が 進 行 し、 同時 に損 傷 した 旧
鎖 を除去 す る修 復 で あ る。 組 み換 正常状態
え 修 復 は、 新 鎖 の 損傷 に よ って生 國IpO堕 』魁 迦 圃 。ri八p,E。。RI
じたDNA上のギャップoを、旧鎖か ニー [一
ら 相 同 な 部 分 を も っ て き て 埋 め るLexA
方 法 で あ る。 こ の 方 法 に は修 復 エ リフ●レツサー RecAフ'ロ テアーセ圏の活性化
ラ ー は な い が、 時 間 が か か る 上 に、
接 近 し て 損 傷 が2つ 以 上 存 在 す るsosソ グナル←DNA損傷
と、 こ の 方 法 で は 修 復 で き な し・ ρ♂ 断RecAタ ・パ・
そ こで、 ギ ャップ を で た らめ な塩 基
で埋 める方法がある。 これを誘導 ↓転写
修 復、 あ る い は応 急 措 置 を講 じDm-RNAα<<<へ くくく《～vv》 亀
・A合 成 をお くらせ ま い とす る た.↓ 翻訳
め、S・S修復 と呼 ば れ る・2倍 体修.=・ ㍑
復 は、 高 等 生 物 の 体 細 胞 に は 相 同U・ ・C1一闘LacZ融合タンハ吟ク質
な2本 鎖 切 断 が 起 こ ・ て も、1組 誘導状態 β一galactos'dase活性を有する
の 無 傷 な2本 鎖DNAの 相 同 部 分
よ り修 復 を行 う こ と で あ る。 図2-1SOS反 応
SOS誘発 は、 魁 一囲 遺 伝 子 に
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よ って一 連 のSOS遺伝 子群 を制 御 さ れ た応答 系で あ る こ とが 示 され て いる5)。変異
誘 発 に は、 アルキル化 剤 の よ うな もの はumuDC遺伝 子非 依存 性 で、 特定 の 種類 の塩 基置
換 の み生 ず る こ とよ り、DNA合 成過 程 で 変異 原 に よ り修 復 を受 けた塩 基位 置 で
の対 合エラー に よ る もの と考 え られ て い る。 一 方、UVや4NQOなどに よ る誘発 はumuDC
依 存 性 で あ り、 個 々 の変 異原 に よ る もの と非特 異 的 な ものの 混 じった塩 基 の置換
反 応(DNAの ハ"イハ.ス合 成 に伴 うエラー でA塩 基 対 の誤 挿 入)で 説 明で きる とさ れて
い る5㌔
このSOS反 応 を遺 伝 毒性 物 質 の検 索 に応用 した ものが、 小 田 らに よ り開 発 さ
れ た型 テ ス トで ある6)7}。この方 法 はumuDC遺伝 子 にラクトースオへ.ロンの一 つ で あ る塾
亘 遺 伝子 を結 合 さ せ たumuC'・-llacZ融合 遺伝 子 を もつフ.ラスミドpSK1002を作 成 し、 こ
れ を化学 物 質 の細 胞 膜 透 過性 が よ いSalmonella-TA1535株 に導入 し、
遺 伝毒 性 物 質 によ り誘 発 され たumuDCをlacZの産生 す る β一galactosadease活性 で
測 定 した もの で あ る。 この一 連 の 反応 モ デ ル を図2司 に示す。
本章 で は卿 テ ス トを水 環 境 中 に存 在 す る化学 物 質 あ る いは水 環 境試 料 に適 用 し、
その遺 伝 毒 性 を評 価 してい く上 にお い て、 この 試 験 法の 迅速 か つ簡 便 な適 用 法 を
検 討 す る。 そ こで 小 田 らの開 発 した型 テ ス ト標 準 法 に対 して、 まず その 測定 上 の
手 技、 す なわ ち前 培 養 時 間、 溶 媒、 細 胞 破砕 等 の 諸 条件 を検 討 し、 測 定法 の 迅速
化 を図 っ た。 またumuDC遺伝 子 誘発 のた め に要 す る反応 時 間 が化 学物 質 に よ り異 な
る、 即 ちDNA損 傷 の機 構が 異 な る こ とに よ るSOS誘 導 性 の差 異 が あ る と考 え
られ る。 そ こで水 環 境 中 に存 在 す る と考 え られ るモ デル物 質 が、 開 発者 の提示 し
た よ うな標 準 反応 時間 よ り長 い時 間でumuDC遺伝 子 を誘 発 す る こ とに着 目 し、 そ の
遺 伝子 の誘 発 と、 細 胞 の増 殖、 細 胞 エネルキ㌧ の挙 動 を知 る こと によ り、 本 試 験法 の
水 環境 化 学 物 質へ の適 用 の た めの測 定 条件 の明 確化 を試 みて いる。
第2節 」型 テ ス トに よ る遺伝 毒 性試 験 の簡便 化 と定 量 化
2-1概 説
本 論 文 を通 して 遺 伝 毒性 の 評価 に用 い る型 テ ス トは、 本 来 発 癌性 と相 関 を有 す
る と され る変 異 原 性 の迅 速 試 験 と して 開発 され て き た もので ある。 本節 で は、 代
表 的 な変 異 原 物 質 とさ れ る化学 物 質 の遺 伝 毒性 を開 発 さ れ た標準 法 に対 して、 試
験 菌 株 の前 培 養 時 間、 溶 媒 の影 響、 細 胞 破 砕 の効 果、 化 学 物 質 と の反応 時間、 菌
体 量 に対 す る遺 伝 毒性 の検討 を も とに、 堕量テス トの簡 便化、 迅 速化 に よる一 般 化
を容 易 とす る ため の実 験 条件 の明 確化 を 目的 とす る。
2-2小 田 らに よ って 開発 され た劃 テ ス トの標 準 法
図2-2にSalmonella一TA1535/pSK1002株を用 い た小 田 ら に よ って開 発
され たumuテス トの試 験 方 法 を示 した。 以 下 にそ の方 法 を概 説 す る。
試 験 菌 株 は ア ン ピシ リン耐 性株 で一80℃で保存 さ れ、 必 要 に応 じてLB培地(バ ク
ト トリプ トン10g,NaCl5g,酵母 エ キ ス5g,ア ン ピシ リン20㎎,水1000mL)
中 に溶解 し37℃にて16時間 培 養 す る(overnightincubati◎n)。これ をTGA培地(
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バ ク ト ト リ プ ト ン10g,NaCl5g,
グル ・一 ス ・9ア ン ピシ リン ・・(1迦 孟益よ畿 塑 迦 唖TA、535/,、、、。。、
mg,水1000mL)で50倍 に 希 釈 し、 ↓
37℃で璽・… が ・・25～… とな る ま 囎 地欝 、6時間
で 振 と っ培 養 す る。 こ れ に被検 化TGA培 地で50倍希釈、培養
嵩諜 鵜,墾 謙 謹 試験灘 撰25-・・
み る場合 は ラ ッ ト肝 ホ モ ジネ ー ト1
画分S9…(オ リエンタル醐 胤 ②⑤堕 を"搬 与
Phenobarbitalと5,6-Benzoflavonリ ン酸 経 衝 液 また はS9皿ixを0.1並添 加
eで誘 導 した もの)を 添 加 す る。 反1
艦 菌懸濁 液を ・緩鰍(0.・4反 応鷺,℃ ④、時間
MNaH2PO4,0.06MNa2HPO4,0.000D60gと β一galactosidaseを測 定
1MMgSO4・0・01MKCI・0・05M2一 β(2)β 一galactosidase活性 の 測 定
一メルカプ トエタノー ル)で 希 釈 す る 。 細 胞 菌 懸 濁 液0.虹 を試 験 管 に と る
膜 を 破 砕 し て 、 産 生 し た β 一galac↓ Z緩衝液3.6mL入れる
tosidaseを抽 出 す る た め、 トル エ ↓
ン を1滴 お と し激 し く撹 絆 した。 卜 ③ト肱ンを1適 添加 し、激しく撹搾
ルエ ンを蒸発させ た後 酵素の基 温浴紬 、。,を蒸発。せる
質2一 ニトロフェノ ルーーβ 一D一が ラクトヒ.ラノシド ↓37℃30分
議:羅 響鷹 畿lr;1:話羅 灘 欝 　 加
上 げ 酵 素 反 応 を停 止 し、 液 中 のOD↓
420,0D559を測 定 す る。 化 学 物 質OD429とOD559を 測定
露{瞬 鞍 踏 器 謡 図卜・亜 スト方法
ct◎sidase活性 は、Millerの方 法8)によ り次 式 で算 定 す る。
β一galactosidase(units.OD6臼g-1)=
1000(OD42日一1.750D550)/tvOD6gg
こ こでOD420;420nmで の2一二トロフェ_一ルの 吸光 度(細 胞 片 に よ る散 乱 を 含 む)
OD550;550nmでの 吸光 度(細 胞 片 に よ る散 乱)
OD600;600nmでの 吸光 度(菌 体 濃 度 相 当)
t;発 色 時 間(分)
v;希 釈倍 率
す な わ ち算 定 され た酵 素 活 性 は、OD6四を化 学 物 質 との反 応 時 にお け る試 験株 の菌
体 濃 度 に相 当す る もの と考 え れ ば、 菌 体 濃 度 当 りの細 胞 に誘 発 さ れ た修 復 遺 伝 子
の 量 を示 して い る こ とに な る。 ま た化 学 物 質 に よ っ て細 胞毒 性等 に よ り菌 体 の増
殖 が 停止 した場 合 の評 価 も上 式 の分 母 に示 さ れ て い る こ と にな る。
以 下 の実 験 で は、 小 田 らが 開発 した標 準 法 で あ る 図2-2中に示 した① 菌 懸 濁 液 の
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前培 養 時 間、 ② 化 学 物 質 の溶 媒 の 影響、 ③ 細胞 膜 破 砕 液 に よ る酵 素 活 性 の発 現効
果、 ④ 化 学物 質 と の反 応 時間、 ⑤ 菌体 量 当 りの化 学 物 質量 の 効果 に関 して検討 を
加 え る。
2-3増 殖 速度 と前 培養 時 間 ①
塑 テ ス トを開 発 した小 田 らに1.o
よれ ば 試験 株S、、。。ne11,堕.・ ●● ・
imuriumTA1535/pSK1002の化 学物.50
質 との反 応 に 先立 つ前 培養 の時 間 ●
は、 菌懸 濁 液 をTGA培地 に投 入 後、
振 と う培 養 して、 菌 体 増 殖が 対数
増殖 期 に あ る とき、 す なわ ち菌 懸 ぎ　
濁 液濃 度 がOD6四で0.25から0.3と.1
な った と き とさ れ て い る9)。実 際、
前培 養時 にOD6四をモニター しな が ら .050120「pm
O.25～0.3となる 時 を決 め れ ば よ ●145「p皿
いが、 対 数 増 殖期 であ る菌 体 の増
殖 は極 め て速 い た め、 いち い ち取
り出 して 吸光 度 を測 定 す る こ とは
煩雑 な操 作 とな る。 そ こで0.25～.01
0.3とな る前 培 養 時間 を決 め る こ0601201802403。0360
とで前 培 養 時 のOD6四のモニタリング を 培養時間(分)
省 くこ と を検 討 した。 まず 先 に示
した組 成 のTGA培地 で50倍に希 釈 図2-3試 験菌株の増殖
した菌 懸 濁液 を20mL試験 管 にいれ、
37℃で、120rpmで振 とう培 養 した。 経 時 的 に そ のOD6四吸 光度 を測 定 した数 回 に
わ た る結 果 を 図2-3中の ○ に示 す。 これ よ り平 均 的 なTA1535株の 増殖 速 度 は0.55
4hr1(e底)であ った。 また この 図 よ り前培 養 時 間 はOD6四が 約0.3を示 した約3時
間程 度 が必 要 で あ る こ とが わ か る。
同 様 な 実験 を 同 じ菌 株 に対 して 振 と う速 度 を145rpmにして行 った結果 が、 同 図
中の ● で あ る。 この場 合 に求 め られ る平 均 的 な増 殖 速度 は0.920hr1とな り、 ほ
ぼ2時 間 でOD6四は0.25～0.3に達 した。 この こ と よ り、145rpmでは前 培 養 を2
時 間 程度 とす れ ば よい こ とが わか った。 この よ う に振 とう速 度 に よ り菌 の増 殖速
度 に影響 が み られ、120rpmでは3時 間、145rpmでは2時 間 で前 培 養 が終 了す る こ
とが 示 され た。
2-4化 学 物質 の溶 媒 の影 響 ②
変 異 原 性試 験 に供 す る化学 物 質 は水 に不 溶性 も し くは難 溶 性 の もの も少 な くな
い。 そ こで溶 媒 にエチルアルコー ルや ゾ メチルスルホキシド(DMSO)をしば しば使 用 す るが、 これ ら
の溶 媒 が 変異 原性 も し くは細 胞毒 性 を示 す場 合 に は、 試 験 結果 に影 響が 現 れ る。
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一般 に変異原 性試験において は
対照実験 として、 陽性対照(必200
ず変 顯 活性 を示 す 薬 品)と 陰 霧↑16・0・3瓢DHSO
.
鶴監顯響雛罐袈鹸 欝 ・2・
果 と比較 する.し か しなが ら、 灘 部 ・ ●
票離 鞭 鐘 罐 雛 華41rqg6-・ ・@835)
較 的弱 い化 学 物質 は、 試 験 で 明200
確 に変 異 原 性 を測 定 で きな い可 霧竃 、6。1%・ タノール
能性 が あ る。eε 器
示;難 婆藩 欝 麟111:・ ・.●
タノー ルやDM・・が あ り、 培 地 中1・お 無3、 。 ・
け る 最 終 灘 を 各 々1・・瓢 ・・5騨 。y=伍885x一 乳52(「=0・885)
%以 下 に す る こ と が 望 ま し い と04080120160200
妻篠;譲 緩 轡 鞭 麟 での隙1・・t・s・d・・e(un・…D…-1)
調 べ るた め に、 純 水、1%エタノー 図2-4溶 媒の試験結果 に及ぼす影響
ル、0.3%DMSOをそ れぞ れ図2-1
の試験 フロー に従 って前 培養 した菌懸 濁液 と反 応 させ た。 す な わ ち菌 懸 濁 液5.8mLに
対 して純 水、 エタノrル、DMSOを0.2mL滴下 し菌 懸 濁 液 中 のエタノ→レ、DMSO濃度 が それ ぞれ
1.0%、0.3%とな る よ う に して、 そ の結 果 生 じた β一galact。sidase活性 を比較 した。
図2-4に結 果 を示 す。
図 は横 軸 に純 水 に対 して生 じた、 つ ま り化学 物 質 を何 も添 加 しな い場 合 に発 現
した酵 素 活性 を表 して いる。 す な わ ち試験 株 に お いて 生 じた 自然 発 生 の 変異 を表
現 してい る とみて よい。 これ に対 して縦軸 に はエタノー ルとDMSOに対 して生 じた酵 素 活
性 を表 した。 両 者 の単 相 関 を計 算 して み る とDMSO(y)と水(x)では、y=0.967x+8.4
9(r=0.835)とな り、 ま たエタノール(y)と水(x)では、y=0.994x-7.52(r=0.885)とな った。
両 式 の傾 きか ら、 い ず れの溶 媒 も水 の場 合 に比 して ほ と ん ど酵 素 活 性 に差 は な い
とみ なせ られ る。 そ こ で工タノール、DMSOを溶 媒 と して 使 用 す る 際 に は、 それ ぞ れ1.0
%、0.3%以下 の濃 度 とな る よ う調製 す る こ と と した。
2-5細 胞 膜 破 砕 液 によ る酵素 活 性 発 現 効果 ③
この 試験 法 で は、umuDC遺伝 子 の 発現 は β一galactosidase活性 量 と して表 現 さ れ
る。 この酵 素 は細 胞 質 内酵素 で あ り、 活 性量 測 定 に 当 た って は細 胞 膜 を破 砕 し酵
素 を抽 出 す る必要 が あ る。
型 テ ス トの初 期 の 方法3)では緩 衝液 中 に いれ た菌 体 に トル エ ン1滴 加 え、 激 し
く混和 し・ そ の後 トル エ ンを温 水 中 に て40分 間 暖 め な が ら蒸 発 させ て 酵素 活性
を測 定 す る とい う もの であ っ た。
細 胞 の 酵素 の抽 出法 と して、 酵 素 の性 格 や そ の細 胞膜 にお け る分 布状 況 に よ り
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様 々 な方 法 が 提 案 され て い る。 こ こ で
3000
は細 胞 内 の加 水 分 解酵 素 であ る β一gal
actosidase蛋白全 て を 抽 出す る と い う
贈 織 繍 朧 薯鯖難 一8}鋤 、,＼
撫 骸 課熟 繍 陰 一 巳}…!l
l騨隷 灘1羅111




し た の が 図2-5で あ る 。AF-2の0～1m畠O
g・L-1の濃 度 列 に 対 し β 一galact。sidasむP ノ
:離鱗嵩攣娠 認翠嵩ll篇凝_/④
あ った。 この結 果 よ り操作 の 迅速 性、 。
簡便 性 か ら本 研 究 で はSDS処理 を採 用 す010層310-21。-1109
るこ と と した。AF-2(mg響L-1)
図2-5細 胞膜破砕液の効果
2-6化 学 物 質 との反 応 時 間 ④ 一一一 一
型 テ ス トに よ る化 学物 質の 変 異
原性 の評 価 方 法 と して小 田 らは、 菌
体 と化学 物 質 の反 応 時 間 を一 般 に2
時間 と して い る。 化 学 物 質 に よ っ て
は この反 応 時 間 を調 整 す る必 要 が あ
る と しなが ら も、 代 表 的 な い くつ か 砦　
の変異原性物質 に対 しては原則 と し 受A
　
て2時 間 と し た12)。 そ して 溶 媒 対B む
も ご
照 の 酵 素 活 性(units・OD6四 一1,Mil罵 ロ　 　
lerの式)の2倍 以 上 の値 を示 す ものq-一
を変 異原 性 陽 性 と判定 す る方 法 を提
案 して い る。
これ は前 掲 の 図2-3をみ て もわ かc
るが、OD6四が0.2～0.3で化 学 物 質B
を投 与 す る と、 そ れ に よ り増 殖 阻 害
が起 こ ら なか った場 合、 約2時 間 で
対 数 増 殖 期が 終 了 して いる こ とか ら、 反応時間t時 間
化 学 物 質 と ・ ・Aが 反 応 し・ ・m・DC含i講 纂離 与してt時間後の醗 性
遺 伝 子 の誘 発 を試 験 菌 の対 数 増 殖 期c;溶 媒対照のt時間後の酵素活性
間 内 に生 じさせ る ため の反 応2時 間 図2-6umuDC遺伝子誘導の概念図
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で あ る こ とが 推察 され る。 こ の反 応2時 間 は、Ames法が そ れが 寒 天 培地 上 で、2
晩 の培 養 で よ うや く反 応 結果 が 現 れ る とい う増 殖 の 速度 に比 して非 常 に速 く、 本
法 の短 時 間 で 結果 が得 られ る と い う長 所 の一 つ に もな って い る。
と こ ろで い ま図2-6に示 す よ うに反 応 時 間 に対 す る酵 素活 性 の変 化 図 を 想定 して
み る。 被 検化 学 物 質 と菌体 と の反 応t時 間 後 のumuDC誘発量 す な わ ち酵素 活性 をA、
溶 媒 と試 験 菌株 と の反 応t時 間後 の酵 素 活 性、 す な わ ち陰 性 対照 の経 時 変 化 量 を
C、 そ して反 応 初 期 に菌体 の 有 す る酵 素 活 性 をBと す る。 こ こで溶 媒 も菌 体 と反
応 して若 干 の酵 素 活 性 を呈 す る とすれ ば、t時 間 後 の溶 媒対 照 に対 す る 被 検 化学
物 質 の持 つ酵 素 活 性 の 相対 量 は(A-B)/(C-B)で 表 現 す るの が 適 当 で あ
る と考 え られ る。
そ こでAF-2に関 して反 応 時 間 に対 す る酵 素 活 性 を示 した ものが 図2-7であ る。 こ
の場 合 の溶 媒 はエタノールで あ るが、 溶 媒 対 照(AF-2ニOmg・レ1)の酵 素 活性 は反 応 時
間3時 間 以 内 で はほ とん ど変 化が ない。 同様 に図2-8にみ る よ うに、AF-2の各 濃度
に関 して4時 間 の反 応 時 間 で酵 素 活 性 を み た と ころ、 や は り溶 媒 対照 の 酵 素 活 性
は反 応 開 始 初 期 とほ と ん ど変 化 が なか った。 これ らの事 実 よ り、 被検 化 学 物 質 の
誘発 す る酵素 活性 量 の 増 分(A-B)を 、 溶媒 の誘 発 す る酵 素 活性 量 の 増 分(C
-B)と 比較 して遺 伝 毒 性強 度 を評価 す る こ とは難 しい こ とが わ か った。 そ こで
本研 究 で は、 被検 化 学 物 質 の酵素 活性 量 の 増分(A-B)の 、 溶 媒 対 照 の酵 素 活
性 量(C=B)に 対 す る比(A-B)/Bの 大 き さ を も って 遺伝 毒 性 強 度 の評 価
尺度 とす る こ と と した。 遺伝 毒性 の判 定 は この値 が1を 越 え た場 合 を陽 性 とす れ
ば、 一 般 に型 テ ス トにお ける 陽性 判 定 が溶 媒 対 照 の2倍 以 上 と して い る こと と同
様 の尺 度 とな る9)12)。こ こで は この 評価 尺 度 を も って塑 テ ス トの判 断基 準 と し
た。
㎜ 欝 野の ㎜
・蹄)ψll卦
①10-2
ρ ●10-・ ↑ ・33
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0123反 応時 間(時 間)
反応 時間(時 間)
図2-7AF.2に よ るumuDC遺伝 子 の 誘 導(D図2-8AF2に よ るumuDC遺伝 子 の 誘 導(2>
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この遺 伝 毒 性(A-B)/Bで 図2-
8のAF-2に対 す る酵素 活 性 の誘 発量 を表
16
し た も の が 図2-9で あ る。 こ れ に よ れ ば、 ・11
反 応 開 始2時 間 後 で、 濃 度1.Omg・L-1以14・037
外 の 濃 度 列 は(A-B)/Bが1を 越
え 陽 性 を 示 し て い る。 濃 度1.Omg・LF1の12
場 合 に は 細 菌 細 胞 が 化 学 物 質 の た め に、
.33
DNAの修 復速 度が そ の損 傷 の速 さ よ り遅10
か った等 の理 由に よ り細 胞死 を起 こ しAF-2(㎎ 。rり
て い る ことが わか る。 ミ8
寧 ・く
2-7菌 体量当 りの化学物質量 ⑤)
4.012
鯉 テ ス トは 液 体 中 に溶 解 して い る 化
学 物 質 の 濃 度 効 果 を評 価 で き る 利 点 を2・0。4
有 して い る と 考 え ら れ る。 通 常 の ハ'クテ1● 。014陽性ラィン
リアアッセイで のdoseresponseにお い て はdoLo
。seは試 験 菌 液 中 の 化 学 物 質 の 濃 度 、 も01234
し く はAmes法な ら ば 平 板 プ レー トに対 し、 反応時聞(時間)
化 学 物 質 量 μ9を 与 え て 表 示 さ れ る。 し 図2-9AF-2によ る遺 伝毒 性 強度(A-B)/Bの変 化
か し な が ら本 研 究 で は、doseresp。nc
eを化 学 物 質 の 濃 度(mg・じ1)か ら
判 断 す る よ り も、 試 験 菌 株 の 菌x108
体 数 当 りの 被 検 化 学 物 質 量 で 表8,0
記 し た 方 斌 生 物 に 対 す る毒 性 生菌数(x10・ce11・皿r1)
物 質 の 負 荷 に よ る 影 響 を 知 る 立 (6.0.6.8gxOD6、 、.1.03r.0.gg場
か らは よ り好 ま しい と思 わ れ マの
る。 三
そ こで まず、 菌 体濃 度 相 当量 喜4.o　
と して採用 して い るOD6四と試 験 勲
菌株の生 菌数 との関係 を求めた 瑠
2.0ものが 図2-10であ る。 図 は2回
の実 験 の結 果 を併 せ て示 して い ● ●
蕪 票禦 灘 欝0・ ・ …1　 ・…
撫 馨 麟 鮮 を最小 騨 試験菌株の・蹴 生菌数の関係
菌 体 数(x108cells・mL冒1)・6.89xOD6四1.03と な る。
前 節 で 求 め たAF-2に関 して 横 軸 に投 入 量 つ ま りOD6四当 りの 濃 度 を と り、 そ れ
ら に 対 す る 反 応2時 間 後 の β一galact。sidase活性 を 求 め る と図2-11の様 に な る。
同 図 中 に は 溶 媒 対 照 の 平 均 値 を 表 して あ る。 こ の 図 か らAF-2の投 入 量 が0.3mg・L
1.OD6四一1のと き に 酵 素 活 性 量 は最 大 値 を示 し、 こ の 値 を 越 え る 投 入 量 を 与 え る と
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細胞死の傾向が現れる ことがo コ
わ か る。 こ の0.3mg・L冒1・OD§1000
6四層1とい う 値 は、 前 述 の 吸 光 ξ1
度 と 生 菌 数 の 関 係 と、AF-2の 磐800
分 子 量(248.19)から、 菌 体1・ 皇dg
ce・1に対 し てAF-2を1.・・1・ 藻60・ ●.
享繍 籍 袈欝1・・…3●
相 当 す る。 ま たAF2が 非 常 に §200溶 媒対照
低 濃 度 で は 遺 伝 毒 性 を 定 量 で 昂__________________
き な い こ と が 示 さ れ、 腿 テ スqo
トに お け る 陽 性 判 定 に は あ る10-310-210-1109101
程 度 の 化 学 物 質 の 量 が 必 要 でAF-2(㎎ ・L-LOD6。gi,1)
あ る こ と が 示 唆 さ れ る。OD6・gi;OD6e日 初期値
図2-12には こ れ も代 表 的 な 図2-11AF-2の濃 度 効 果
変 異 原 陽 性 物 質 と さ れ る2AA(
2-Aminoanthracen)の投 入 量 に 対 す るd。seresponseを表 した。 代 謝 活 性 有 りの 系
に 関 して は1mg・L-1・OD60z曽1以上 の 投 与 量 で(A-B)/Bが1以 上、 つ ま り溶
媒 対 照 の2倍 以 上 を 示 した。 こ の 投 与 量 は 細 胞 当 り に 換 算 して5.7x107molec
ular。cell-1とな る。
AF-2投入 量 に 対 して β一galactosidase活性 す な わ ちumuDC遺伝 子 の 発 現 の 速 度 を
プ ロ ッ トし た の が 図2-13であ る。 同 図 か ら0.3mg・L-1・OD6四"1で 最 大 の 発 現 速
度 が 観 察 さ れ た。 こ の よ う にumuDC遺伝 子 の 発 現 速 度 はAF-2の投 与 量 に 関 係 しdos
eresponseが得 ら れ る こ と が わ か り、 同 様 の 傾 向 は 他 の 化 学 物 質 で も み ら れ る こ
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2-8ま とめ
本 節 で 得 られ た成 果 の主 要 な もの を以 下 に記 す。
①開 発 さ れ たL型 テ ス トの 迅速 化
と簡 易 イヒを検 討 し、 繰 と して は(1)里 論 畿 迦 血,A1535/,S、、。。2
測定 方 法 は図2-14に示 す フ ロー に ↓
奪識 龍 藷藤 議 藷灘 験㌦養
難用鱒 警鷺 卸欝 試議 塁離
一に従えば 凍結菌体を復永 して ↓
一 晩培 養 し・ 塑 の ・時1・前培 養 検体を,2皿殴 与(溶繍 ノ'鳳3%DHsq水)
を開 始 し、 酵 素 活 性 の 測定 は 午後 リン酸緩衝液またはs9皿ixをo.1凪添加
2時 頃 に は完 了で きる。 当然 試料 ↓
反応開始
警に繍 議 窺犠 弄はで 。恥、,鑑1響幡,を測定
② 被 検 化 学 物 質 の 溶 媒 と して 試 験(2)β 一galact。sidase活性の測定
菌 懸 濁 液 中 で の1%工 タ ノー ル,0菌 懸濁液0.姐を試験管にとる
・・%・M・に対 す る β一ガ ラクト・タ セー"誘
、緩謡 、貼入れる
導 を検 討 し た 結 果 、 水 の 場 合 と ほ ↓
ぽ 変 わ り な か っ た。 溶 媒 対 照 の β0・ 瑞SDS100μL・クロロホ肱20μL添加 し激しく撹搾
一9・lac・s・dase醗(す な わ ち 、 、.二、。フ占,.、.,ラ ク、,ラノシ、瀦 。 、。、添 力ロ
umuDC遺伝子 誘 発)の 変化 を時 間 ↓28℃15分
麟 嚇 沓ん渥徽 馳1響:蕪1灘 止める
定値 を示 した。 図2司4鯉 テス ト方法論(改 訂後)
③各 反 応 時 間 内 にお いて、 溶 媒対
照 の値 をベ ー ス と考 え て もよ い こ とが わ か った。 そ こで遺 伝 毒性 強度 と して被検
化学 物 質 の酵 素 活 性量 の増 分(A-B)の、 溶 媒 対照 の 酵素 活 性量Bに 対 す る比(A-B)/
Bの大 き さ を も って評 価 す る こ と と した。
④umuテス トは液 体 培 地 に よ る測 定法 な ので、 培 養 液中 にお け る菌体 量 に対す る被
検化 学物 質 量 とい う単 位 で、 濃 度 効果 を検 討 す る こ とを提 示 した。 試験 菌 株 の生
菌 数 は対 数 増 殖 期 に お いて、 その 吸光 度 当 りで(6。89xOD6gザ1.03)x108cells・mL
'1であ った。 またAF-2、2AAとい う代 表 的 な変 異原 物 質 で も非 常 に低 濃 度 で は壁里
テ ス トで陽 性 を検 知 で きず、 陽 性 と判 断す る に はあ る程 度 の投 与 量 が必 要 な こと
が わ か っ た。
⑤AF-2にお い て投 与 量 に対 す るumuDC遺伝子 の発現 速 度 をみ た と ころ、 発 現速 度1;
もdoseresp。nseが得 られ た。 この こ と よ り遺伝 毒 性 の 指標 と して、DNA修復 の速
さ、 す な わ ち突 然 変 異 を誘 発 す る速度 を用 い て評 価 しう る こ とが 推 察 さ れ た。
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第3節umuテ ス トに お ける遺 伝 毒 性誘 発 現 象 の評 価
3-1概 説
前 節 で は塁型 テス ト法 の使 用 法 に 関 し検 討 を 行 っ た。 と こ ろで本 試 験 法 は前 節 で
示 した よ う に、 そ の指 標 がumuDC遺伝子 の誘 発量 を菌 株 相 当 量 で 除 して表 して いる。
里型 テス トに 限 らず、Amesテス ト、Rec-assayはも と よ り、 哺乳 動 物 細胞 を用 い た
系 で も、 培 養 細胞 系 を用 いた遺 伝 毒性 や変 異 原 性 試 験 で は、 多 くの 場 合 直接 化 学
物 質 がDNAに 損 傷 を与 え る ので はな く、 それ らが 酵素 群 に よ って 代謝 を受 け活
性化 され る。 またイヒ学 物 質 の細 胞 膜 透過 や、 細 胞 質 内拡 散、DNAへ の損 傷 の形
態 な ど も化 学 物質 に よ り差異 を持 つ もの と推 察 され る。
ま た発 癌 に閾値 な しと いわ れ る よ うに、 ご く微量 の化 学 物 質 で もDNAに 損 傷
を与 え う る し、 与 えれ ばそ れが 突 然 変異 の トリガ ー とな り うる。 しか しなが らスク
リーニング法 に よ って は あ る濃度 以 上 でな い と変 異 が 判 定 で き な い し、 そ れ が各 々の
方法 の感 度 で あ り、 限 界 で もあ る。
本節 で は劃 テ ス トが ど の よ うな現 象 を評 価 して い るの か を 明 らか にす るた め、
経 時 的 に被 験 物質 を投 与 した培 養 細胞 を採 取 し、 そ の増 殖 と酵 素 活 性、umuDC遺伝
子 の誘 発、 さ らに は化 学 物質 の変 化 を追 跡、 検 討 す る こ とと し、 そ の水 環 境 化 学
物質 へ の 適 用 の た めの 測 定条 件 の 明 確化 を 目的 と した。
3-2実 験 方法
3-2-1umuDC遺伝 子 の 測 定





培 地 及 び 緩 衝液 も前 節2-2で示 。8
とたLB馳TGA馳Z緩 衝63'0魯
液及 びSgm'xを使 用 して い る・ ○ ・; 　
・一・-2D。・,d,。genase活性 の 遡 。.52.。:
測 定 謎&
脱 水 素 酵 素d・h・d・genaseは・ 葦 ～
呼 吸 鎖(チ トクロ ムー回 路)の 初 段 階 麹 ∠_1.oで
に お いて、 基 質 の水 素 を脱水 素 〉ニ
してNADに移 行 す る役 割 を果 た す。 ㊤
τ
この点 か らdehydrogenase活性 の
発現 は、 増 殖 に と もな うエネルギ ー0024680
獲得 の ため の基 質 分 解 活性 を表 培 養 時 間(hrs)
して い る と考 え て よ い。 測定 は 図2刊5試 験菌株の増殖 曲線 と脱水素酵素活性
下水 試 験 方法13)記載 の方 法 に よ
った。
菌 懸 濁 液10mLに0.5%塩化 トリフェ
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ニ ルーテトラゾ リウムを1mL加え、 さ ら に0.5%亜硫 酸 ナトリウム3滴 添 加 し、20℃ 暗 所 に1時 間 放
置 す る。 そ の 後、10000rpmで10分間 遠 心 分 離 し、 上 澄 水 を除 く。 これ に エタノー ルを1
0田L加え よ く撹 搾 し、10000rpmで10分間 遠 心 分 離 し、 上 澄 水 のOD480を測 定 し た。
標 準 液 は、20mg・L幽1トリフェニルホルマゾ ン(TF)で検 量 線 を作 成 し た。dehydrogenase活性 は
mgTF・OD6四`1で表 記 した。
試 験 菌 株 旦 一 に 対 し て そ の 増 殖 曲 線 とdehydr。genase活性 を 測 定 した
例 を 図2-15に示 す。dehydrogenaseの誘 発 は 細 胞 の 増 殖 に 先 行 し、 活 性 が ピー ク に
達 す る と、 対 数 増 殖 期 に は い る こ と が 知 れ る。
3-2-3アテ'ノシン三 リン酸(ATP)
ATPは 菌 体 の 有 す る エネルギ 量ー を 測 定 す る た め 用 い た。 そ の 測 定 は、 ルシフェ1ルと
ルシフェラー ゼ が マグ ネシウムイオン存 在 下 でATPと 反 応 して 発 す る 傾 向 を 測 定 す る こ と で 決
め ら れ た。 ルシフェリン・ルシフェラー ゼ(LUMAC製)は0.025MHEPES緩衝 液(pH7.75)に溶 か さ れ、
ATP標 準 試 薬(オリエソタル酵 母 製)及 び 試 料 は、 酵 素 液 と1:1に混 合 さ れ、60秒 間 の 発
色 の 積 算 値 か ら含 有ATP量 を算 定 した。 試 料 細 胞 中 のATPの 抽 出 は、 試 料 を
HEPES緩衝 液 で10倍 に 希 釈 し、 これ を98℃ で3分 間 煮 沸 した 後、 氷 中 で 急 冷 し て 抽
出 した。
3-2-4培 養 方 法(化 学 物 質 と の 反 応)
LB培地 で37℃、 一 昼 夜 培 養 した 試 験 菌 株 を、TGA培 地 で50倍 に 希 釈 し、37℃ 、1
45r㎝、2時 間 振 と う 培 養 す る。 こ れ ら に 被 験 化 学 物 質 を 適 当 な濃 度 に 調 整 して 投
入 し た。 こ の 液 を10mLパイアル瓶 に 分 注 し、 各 々 テフロンシー トと ゴ ム栓 で 密 栓 した。 こ れ を
37℃、145rpmで振 と う 培 養 し、 経 時 的 に 各 濃 度1本 ず つ を 分 析 に 供 した。 こ の う
ち5.OmLはOD6臼(菌 体 濃 度 相 当)測 定 後、dehydr。genase活性 を 測 定 し た。0.4mL
は β一galactosidase活性 を 測 定 す る の に 供 した。
細 胞 内 外 の 化 学 物 質 を測 定 す る 場 合 に は、 細 胞 外 の 化 学 物 質 は パ イアル瓶 に注 射 器
で0.5%亜硫 酸 ナトリウム溶 液 を 打 ち 込 み、 呼 吸 活 性 を 停 止 さ せ て、 こ れ を20℃ 恒 温 で1
時 間 以 上 放 置 した の ち、 ヘッド スへ.一ス法 で が ス如 マトグ ラフィ(GC-ECD)で測 定 し た。 細 胞 内
外 全 体 の 化 学 物 質 を 測 定 す る の は、 注 射 器 で ハ"イアル瓶 にSDSと如 ロホルムを 打 ち 込 み、
強 撹 絆 後、 同 様 に して ヘッド スへ㌧ ス法 で 測 定 した。 こ の 両 者 の 差 を 細 胞 内(細 胞 壁 の
存 在 す る も の も含 む)化 学 物 質 と し た。
3-2-5被 験 化 学 物 質 及 び 検 定 濃 度
実 験 に 供 し た 化 学 物 質 及 び そ の 投 入 濃 度 は 以 下 に 示 す とお りで あ る。
(単位 はmg・L-1)
m一ジ ク朋 ベ ンゼ ン(ナ加 イテスク製)
-Sgmix系3,10,30,100:+Sgmix系10,30,100





ホルムアルデ ヒド(和 光 純 薬 製)
-Sgmix系10,30,50:+Sgmix系10,30,100
グ リオキサ㌔ ル(和 光 純 薬 製)
-Sgmix系30,100,300:+Sgmix系30,100,300
m。如 ロフェノ ルー(和 光 純 薬 製)
-Sgmix系3 ,10,30,100
3-3塩 素 処 理 生 成 物(m一ゾ 如 ロペ ンゼ ン,ク叩 ホルム,ブ ロモホルム)の 遺 伝 毒 性 誘 発
3-3-1m一シ.ク日[1へ"ンセ晒ン
図2-16に一Sgmixでのm一ゾ クロロペ ンゼ ンを 与 え た場 合 の 増 殖 特 性 を 示 し た。LB培 地 の
菌 懸 濁 液 をTGA培地 に 希 釈 後、 培 養 し て2時 間 の の ち、dehydrogenaseの誘 導 に よ り、
菌 は 対 数 増 殖 期 に 入 っ た こ とが わ か る。
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こ の と き、m一シ"ク0ロペ ンセ'ンを 培 地 中 に100mg・じ1添 加 す る と、 菌 は 増 殖 を 一 時 停
止 し た。 こ の 化 学 物 質 の 投 与 濃 度 を菌 体 当 りの 投 与 分 子 数 で 表 す と1.47x1010m
。lecules・cel1-1とな る。.以 下、 投 与 濃 度 表 示 と と も に()内 に 数 値 を 示 す。
菌 の 増 殖 停 止 後 、 β一galactosidaseの誘 導 で 示 さ れ る よ うに、umuDC遺伝 子 の 誘 発
に よ り、DNAの 修 復 反 応 が 起 こ っ て い る こ と が わ か る。 こ の 修 復 反 応 は約14時 間 継
続 し、 そ の 後、 再 びdehydrogenaseの誘 導 と と も に、 菌 体 が 増 殖 を 開 始 す る こ とが
わ か る。 こ の と き 細 胞 は非 常 な 増 殖 を 示 し、OD6四 で2.0を越 え た こ とが 観 察 で き
た。 こ の β一galactosidaseの誘 発 量 及 び 菌 体 の 再 増 殖 に 至 る まで の遅 滞 時 間 は、
投 与 し たm一ジ 如 ロペ ンゼ ソの 量 を 減 じ る と 少 な く な り、30mg・L-1(4.40x109)では、 投
与 後 約6時 間 を 経 てDNA修 復 反 応 が 終 了 し、 菌 体 の 再 増 殖 が 始 ま っ て い る。10mg・L
-1(9.82x108)、3mg・L-1(2.95x108)とm一ジ 如 ロペ ソゼ ンの 量 を 減 じ る と、 ほ と ん ど 修
復 遺 伝 子 の 誘 発 量 は 検 知 で き ず、 菌 体 に も 増 殖 の 一 時 停 止 期 間 は 認 め ら れ な い。
+Sgmixの場 合 を 図2-17に示 す。100mg・じ1(1.95x101a)投与 す る と、 菌 体 増 殖 は
一 時 停 止 し、umuDC遺伝 子 の 誘 導 が 認 め られ、DNA修 復 反 応 が 起 こ っ て い た。 菌 体
の 再 増 殖 は 約29時 間 の 遅 滞 後 始 ま っ た。30mg・じ1(5.85x109),10mg・じ1(1.95x109
)と した 場 合 は、umuDC遺伝 子 の 若 干 の 誘 導 が あ っ た も の の、 遅 滞 期 は ほ と ん ど見
ら れ な か っ た。
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図2-18に一Sgmixでの 如ロホルムを投 与 した場 合 の増 殖 特 性 を示 した。 一 般 に 如 ロホルム
はAmes法で は変 異 原性 が検 知 さ れ な い とさ れ て い る。 このDNA修復試 験 に お い て は、
750m9●L-1G.81x1011)と比 較 的高 濃 度 の 如 ロホルムを与 え る と、umuDC遺伝 子 の誘 発 が
投 与 後6時間 を経 て始 ま り、18時間後 に最 大 を示 して い る こ とが わ か る。 この 間、
菌 体 は増 殖 を停止 し、24時間後、dehydrogenaseの誘 発 と と もに増 殖 を再 開 して い
る。 ク朋 ホルムの 投与 量 を減 じる と、 増 殖 の遅 滞 時 間 は 短 くな り、umuDC遺伝 子 誘 発量
も減 じて い る。
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図2-18SOS修復反 応 ク叩赫 ム(-Sgmix)
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+Sgmixの結 果 を 図2-19に 示 す 。900mg・ じ1(2。17x1011)の クロロホルムを 与 え る と 、 約
5時 間 は 、DNAの 修 復 に 要 す る こ と が わ か る 。 投 与 量 を300mg・L-1(7.22x101日)、90
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3-3-3プ日モホルム
図2-20にプ 旺ホルムを投 与 した一Sgmixの結果 を示 す。 プ 旺ホルムは100mg・LF1(5・71x1
01巴)以下 の比 較 的低 濃 度 でSOS修復 反 応 を強 く示 す。 投与 と 同時 に菌 体 増 殖 は 一 時
停止 す るが、umuDC遺伝 子 は、 前 記 のm一ゾ クロロペ ンゼ ンや如 ロホルムと異 な り、 た だ ち に
誘 発 され ず、 遅 れ て発 現 して い る。 む しろumuDC遺伝 子 発現 に併 行 して 菌 体 増 殖が
再 開 して いる。 この こ とは、 一連 のSOS修復 反 応 の 中 で、umuDC開裂 に至 る ま での
プ ロセ ス に時 間 を要 して いるか、 あ る い は、 プ ロモホルムのDNA鎖上 の損 傷 部 位 が 増 殖
に直接 関 わ ら ない箇 所 で あ るの か も しれ な い。umuDCの誘 発 はフ"0モホルム3mg・じ1(2,
05x108)でほ ぼ認 め られ な くな って い る。
● 菌体濃度OD600
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図2-20SOS修 復 反 応 プ 旺 ホルム(-Sgmix)
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+Sgmixで、 比 較 的 低 濃 度 の 場 合 を 図2-21に示 し た。30mg・L-1(5.05x109)で増 殖
の 遅 滞 期 は ほ と ん ど み ら れ ず、 β一galactosid。se活性 も 高 々200units・OD6四一1と、
-Sgmixに比 べ て 低 い。 こ の こ と はP450酵素 群 等 に よ り、 あ る 程 度 損 傷 性 の 小 さ い
物 質 に 変 換 さ れ た 可 能 性 が あ る と 推 測 さ れ る。
　 　
1.4:丁 ● 菌 体 濃 度OD6。 。
:1.2ぎ300投 与 § ○ β一galacbsidase
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図2-21SOS修復反 応 プ ロモホ肱(+Sgmix)
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,.,.4濃度 効果 一S馨5x+S苗1吻5謂 ベンゼン
図2-22に上記塩素処 理生成物3種 ● ■ プロモホルム
を与 えた場合 の菌体増殖にお ける遅287
瀬 筋 長 さを 投与 した濃度 に対 し24/
て表 した。 遅 滞期 は各 時 間 にお ける っ1
0D60gを片対 数 紙 上 に プ ロ ッ トし、 ξ201 '
最大 の傾 きを持つ直線上 にはいるま 罧16!
での時間 と し勧 各物質 とも遅滞其月 幾12〆'
編 よし撫 慶1灘1毒淵 ・,1μ
こ とが示 唆 され る。Sgmixの添 加 に4'/ !
よ り、 プ旺 ホルム、 如 ロホルムは遅 滞 期 がo一
短 縮 さ れ 燃m一 ヅ ク・・ぺ ・セ"・は1・3103骸 崖o(、,習1000
0mg・じ1(+Sgmix1・95x1010)投入 時 図2-22遅 滞期 の濃 度 効果
に、29時 間 の 遅 滞 期 を 示 し、 代 謝 活
性 化 に よ り、 さ ら に 修 復 に 時 間 を 要 す る よ う に な っ た こ とが わ か る。
同 図 中 で 遅 滞 期 が0時 間、 す な わ ち 化 学 物 質 に よ るDNA修復 に 要 す る 時 間 が ほ と
ん ど 認 め ら れ な く な る 濃 度 は、-Sgmixで、m一ジ 如 ロペ ンゼ ンが10mg・Ld(L95x109)、
クロ0ホルムが100mg・L'1(1.45x101日)、プ ロモホルムが10mg・L層1(6.84x109)であ り、 必 ず し も
単 純 にcell当 りのd。se量で 規 定 で き な い が、 濃 度 表 示 に 比 べ て 各 々 の 投 与 量 が か
な り近 い 値 で 整 理 で き る。+Sgmixでは、m一 ゾ ク叩 ペ ンセ'ンが30mg・L-1(5.89x101a)、
如0ホ肱 が300mg・じ1(7.22x1016)、フ"ロモホルムは 最 大30mg・L-1(5.05x109)の投 与 で も遅
滞 期 は な か っ た。 プ ロモホルムとm一ゾ クロロペ ンゼ ソは 如 ロホルムに 比 し、 比 較 的 低 い 濃 度 で 化
学 物 質 投 与 に よ る 遅 滞 期 を 示 し、 毒 性 の よ り強 い こ と を 表 して い る。
対習 響 灘 騰 遠 悔1当1・麟 兄呈ベンゼン
度、 す な わ ちumuDCの誘発 速 度 をホ ● ■ プロモホルム
した。 速 度 の 算定 は各 時 間 に対 す 冗一〇・25　
る β一galactosidase活性 を 片 対 数)・
紙 上 にプ ・ 。 トし、 駄 の 傾 きを 鎖020,メ
蕪 欝 駆 こ綴 舗 馨0・15.ノ珂/の ノ ノ
…'・ モホルムは …g・L-1(各 々 ・・… 署0'10r"π 〆
/,〆
茎隔難欝鎌 即:,賑ボ …
お い て0・05hr4の誘 発 速 度 を示 し・ 図2-23岨 遺伝子誘発速度の濃度効果
他 の2種 の化 学 物 質 に比 せ ば、SOS
修復 反 応 の 発 現 の速 さ は小 さ い とみ る こ とが で きる。+Sgmixの場 合 も化学 物 質 の
投与 量 に応 じて 誘発 速 度 が 大 き くなる 効果 の あ る こ とが わ か った。 いず れ の 物 質
に も、 あ る濃 度 に お い て は代 謝活 性 が あ った ほ うがumuDCの誘 発 が 大 きい場 合 の あ
30
る こ とが わ か る。 検 討 した 濃 度 列 の 中 で は 誘 発 速 度 が0、 す な わ ちumuDCの発 現 が
ほ ぼ 認 め ら れ な か っ た 濃 度 値 は、-Sgmixでm一ゾ 如 ロペ ンセ"ンが10mg・じ1(9.82x108)、
クo日ホルムが100mg・L-1(1.45x10io)、プ ロロホルムが3mg・L-1(2.05x108)であ った。 こ こ で
も プ 叩 ホルムは クロロホルムに 比 して、 比 較 的 遺 伝 毒 性 の 強 い こ とが 示 さ れ て い る。
活監 撰 讃 灘 巽窮 一s馨1翼+s醤`x麟兄呈ベンゼ・
を示 して ある.こ こで 駄 発 現量 ミ ●'プ ロモホルム
は、 あ る 投 与 濃 度 に お い て 誘 発 さ 翁5
れ た 最 大 の β一galactosidase活性14
(units・OD6四一1)Aと、 溶 媒 対 照 値5
3
Bから(A-B)/Bで表 現 した。 遺 伝毒 慧
性 陽性 を示 す 指標 と して(A-B)/・・ 薫2ノ]
騰灘 諜箏欝 難器 剴 翫彫資 一/
m一シφクロoへ"ンセ"ン20mg・L-1、フ"[1モホル 壇310301003001000
ム1。.、.L-1、ク。。ホルム350。、.L-1程 濃 度(m・'L-')
度 で あ る。+Sgmixで・m一 シ'クロロペ ン 図2-24最 大遺 伝毒 性 強度 の濃 度効 果
セいン45mg・L冒1、フゆロモホルム30mg・L胃1、
クロロホルム900mg・L『1程度 で あ る。P4
50酵素 群 に よ り、 陽 性 閾 値 は 各 物 質 と も増 加 し て い る。 ま た 最 大 の(A-B)/B値も、
S9mix添加 で 減 じ て い る。 この こ と は、 こ れ ら3物 質 に対 して は、P450酵 素 群 に よ
り遺 伝 毒 性 強 度 が あ る 程 度 減 じ う る こ と を 示 し て い る。
こ の よ う に 各 物 質 と も増 殖 阻 害 を含 む 遺 伝 毒 性 を 示 す の は、 大 概 的 に は 菌 体 細
胞 当 りの 投 与 分 子 数 で108～1011m。lecules・cell-1のオ汐 ㌧ に あ る と き に最 大 毒
性 を 呈 す る と い え る。 こ の こ と は、DNAの 損 傷 に 化 学 物 質 に よ っ て 特 定 の 作 用
部 位 が あ り、 そ の 作 用 部 位 の 周 辺 に105～10t2分子 以 上 が 存 在 す る 必 要 が あ り、 こ
の 数 が 個 々 の 化 学 物 質 に よ っ て 一 定 と さ れ て い る こ と14)に鑑 み る と、 概 そ の 範 囲
に あ る 数 値 で あ る と考 え られ る。
3-4オ ゾ ン処 理 生 成 物(ホルムアルデ ヒド,グ リオキサ㌧ ル)の遺 伝 毒 性 誘 発
3-4-1ホルムアルデ ヒド
ーSgmixの結 果 を 図2-25に示 す。 ホルムアルデ ヒド50mg・L-1(2.07x101日)以上 を 与 え た
と こ ろ、12時 間 の 反 応 時 間 内 で は 菌 体 増 殖 は 認 め ら れ な か っ た。 な お 確 認 の た め
菌 懸 濁 液 を一 昼 夜 培 養 を続 け た が 菌 の 増 殖 す る 傾 向 は 全 くみ ら れ ず、 溶 菌 が 生 じ
死 に 至 っ た も の と 考 え た。SOS修 復 反 応 は30mg・L-1(1.24x10ユ3)で強 く示 さ れ た。
この 場 合 のumuDCの発 現 は前 記 フ'旺ホルムと 同 様、 化 学 物 質 の 投 与 直 後 で は な く、 約
4時間 程 度 遅 れ、 ま たumuDC誘発 に と も な い 菌 体 の 増 殖 が 観 察 で き た。
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図2-26は+Sgmixでの 反 応 特 性 を 示 し た が、 菌 体 増 殖、umuDC誘発 は 一Sgmixの場 合
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図2-27に、 グ リオキサ0一ルの 一Sgmixの反 応 特 性 を示 した。300mg・L-1(4.30x1011)では
10時間 の 反 応 時 間 内 で は 菌 体 の 増 殖 は み と め ら れ ず、dehydrogenase活性 も全 くみ
られ な か っ た。100mg・L-1(2.98x1010)で投 与 後6時 間 を 経 て、umuDC誘発 が 認 め ら
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時衙(謡s}81012図2-27SOS修 復 反 応
グ リオキサ"一ル(-Sgmix)
+Sgmixの結 果 を 図2-28に示 し た。100mg・L-1(2.98x1010)の投 与 の 場 合 に、 投 与
後4時 間 でumuDC誘発 が 認 め ら れ、 同 時 に 菌 体 増 殖 が み ら れ る。 一 方 、30mg・L-1(2
.20x1010)の場 合 に は 遅 滞 期 が ほ ぼ み ら れ ず 菌 体 増 殖 を 開 始 し て い る。
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NA修復 の た め のumuDC遺伝 子 の 誘 発 羅o.15/1/
が み ら れ る こ とか ら、D四A鎖 上 研 員 著'111
傷 が 増 殖 に 関 与 して い な い 部 位 で あ 青o'10γ
・ た の か も しれ な い・ 尊 。.。,1
図2-29に β一galactosidaseの誘 発Q/1
速 度 を示 し た。 ホルムアルデ ヒド は30mg・o一 一 一 一
L闇1(L24・1・13)で最 大 の 誘 発 速 度 を3塾 度 蔑
,,.、増 蜘
季どる∫攣ll欝 錨 認 図・魂・・m・DC遺伝子誘発速度轍 効果
賜 撚ll瀦 認 製 ・ ミ・㍗+s甘1瀦 会鶏 ・
誘発 速 度 が上 昇 して い る。 勧,尺
図2-30には、 各 濃 度 で の遺 伝 毒 性 之4,、1'、 、
の最零の醜A-B)/・熱 てある・ 忌
、 グ1だ 、
1[1職施)襲ア1篇!鞭 幕・ 、 》 ＼
… 、・L-1(2,98、1・1・)で最 大値 を示 場1 ,"＼
して いる・ 陽 欄 値 は・ ホルムアルデ ヒト 叢
。 乏 、__、"は+-Sgmixとも に 約10mg・じ1、 グ リ31030100300
濃 度(皿9・の
図2-30最 大 遺伝 毒 性 強 度 の濃 度 効果
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オキサ㌧ ルは、+Sgmixで約40mg・L-1、-Sgmixで約100mg・L-1であ っ た。
こ の よ う に 各 々 の2物 質 と も最 大 遺 伝 毒 性 を 示 す の は、 菌 体 細 胞 当 りの 投 与 分
子 数 が101amolecules・cell-1のオー ダ ーに あ る と き に生 じて い る。
　 　
.1智 ㎜ 投与 ・。、 ・L-1λ ・§3函昇
31にll;lll=驚繋 系での結 言・轡 ↓ 〔㌔　ll　・・…一・1・1
果 を 祓 …g・L-1(・.・4・1・1・)まで は 罫6勲1・ 妻
若干 増 殖 阻害 を示 して いたカい 。0・g●L登"4罪 哺
'1(2.23x1010)投与 した際 に、 投 与 後叉 監2ξ 珈
Mミ
細胞 の 増 殖 は停 止 し、dehydrogenase活2看
性 は な く な り 基 質 分 解 が 停 止 し た。 この0竃 。02468100℃
間、umuDC遺伝 子 の 誘 発 が み ら れ た。 投_時 闘h「s)
1讐熱 難牒 瓢 ぎ1擁繍1-:i
して 約2倍 の1.6に ま で 上 昇 し た。 このOo.6ど 枷1.2留
m一ク・・フ・ノールの パ ター ンは先1・示 したrジ ク・ 鑑 愚 。G
。。1
曲 ゼス クロロホルムと類 似 して 臨 装
。、鮎 。 藷_〉 ・
0曽0ゼ
3-6化 学 物 質 の挙 動 と細 胞 のqo2i藩 闘llsl810
エ ネ ル ギ ーT 。_
募舞夏1蝶難 襲li〔il撒鰍1騰
た と え ば ホルムアルテ ヒト 、ク リオキサ ルーやKBrは 運 § コ
活 性 酸素 を生 成 す る こ とでDNAを 損 傷 嚢q4抽 嘆
して いる こと が指 摘 さ れ て い る15)。ま 題0.2琵λpO.謂
へ 　ロ
灘 蔑季貨惣 重錨 窮 論 汐 ・量・ 。2、68。 ・碁
6)。 しか し な が らDNA塩 基 と結 合 す る 投与 時闘h「5)
DNA付 加 体 を 生 じる 損 傷 が107塩 基 対 λo「2㎜ 壷2ゆ ρむ の
鵬 毯罐 重雛撫 票笑難 ♂・昏磯{鞭器 、1唇
考え られているもの似 どれ くらいの確812島 ㎜1.2喜
率で損傷 が生起す るのカ＼ 定量的なデー 鐘 壽 三
夕はほとんど存在 していな・・ 一 認8劉"8i
こ こ で は 上 記 被 験 物 質 中、umuDC遺伝 。』 三qoo噌 量
子 の 誘 発 が、 細 胞 増 殖 と と も に 生 じ た フ 鳥 署
"・モホルムの ケ 入ー 及 び 物 質 の 投 入1・よ り細0出 ・
。461。1、18_。_。0
胞 増 殖 が 一 時 停 止 し、 そ の 間umuDC遺伝 時間〔hrs)●菌体濃度OD・。。
図2-31SOS修復反 応 ○ β一galaclosidase
m一クロ0フェノー ル(-Sgmix)(Dd¢hyd∫。g凹asc
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子 誘 発 に よるDNA修 復 が実 施 され て い た と考 え られ るm一ジ ク叩 ペ ソゼ ンの場 合 を取
り上 げ、 投与 化 学 物質 の挙動 並 び に細胞 の エ ネ ル ギ ー を示 すATPの 消 長 を 調べ
た。
フ●ロモホルムは0,10,30,52mg・L-1とな る よ う菌 懸 濁 液 中 で調 整 して 与 え た。 これ らの
結 果 を図2-32に示 す。 図 に は細 胞 内 外 のフ'旺ホルムの 挙動 も示 して あ る。52mg・じ1の
場 合 には投 与2時 間か ら4時 間 に か け て細 胞外 のプ 旺 ホルムが 一部 そ の ま ま の形 で細
「
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図2-32γ ロモホ肱 の挙 動
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胞 中 へ摂 取 さ れ、 細 胞 内 のフ'ロモホルムが 最 大14mg・L-1(7.99x1016molecules・cel1-1
)まで増 加 して い る。 そ して4時 間 後 よ り徐 々 に細 胞 内 プ ロモホルムは減 少 した。 これ
は細 胞 内 酵素 群 に よ り他 の化 学 物 質 に変 換 さ れ た こ とに よる減少 か、 も し くはD
NAへ の 結合 に よ る減 少 とみ な さ れ、 この 間投 与2時 間 よ り8時 間 にか けて β一g
alactosidase活性 にみ られ る よ うにumuDC遺伝 子 のDNA修 復 が 誘 導 され て い る。
また細 胞 の増 殖 はcontro1系に比 し、 増 殖 速 度 は遅 く、 増殖 量 も少 な い。 っ ま り、
プ ロモホルムは、 それ が細 胞 に摂取 され る と速 や か にDNAを 損 傷 し(DNAに 結 合 し
たか、 も しくは代 謝 中 途 で活 性 酸 素 を生 じる)、 そ れ を修 復 す る酵 素群 が 稼 働 を
始 め る こ とが 考 え られ る。 そ れ は 増殖 を一 時停 止 す るほ どの 損傷 で はな いが、 細
胞 の エネ ル ギ ー は修 復 に振 り向 け られ、 そ の分 若 干 増 殖 阻害 が生 じると考 え られ
る。
こ の現 象1は30mg・じ1を 投 与 した 場 合 で も 観 察 で き、 最 大8mg・Ld(4.57x108)の細
胞 内 プ旺 ホルムが 摂取 さ れ、 同時 にDNA修 復 機 構が 働 いて い る こ とがわ か る。 また
10mg・L-1の場 合 に は、umuDC遺伝 子 の誘 発 は ほぼ み られ ず、 その 点 か らみ れ ば遺 伝
毒性 は検 出 で きな い、 つ ま り陰 性 の判 定 が な さ れ るべ き だが、 実 際 には細 胞 内 に
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は存在 していない。
これ を仮 に細胞内2溶 媒対照
次物 質 とす れ ば1亭10CCO5001ひ
00mg・L-!のケ ー ス に 暫 ● 基 質DQC-♂
おいて、 この2次 物 乙OPOC姻 δ
質1・よりDNAは 損2勤 一3008
傷 を受 け、 投 与 後2鼠200山
～6時 間 の 剛 、型 齢1・ ・
匹遺 伝 子 の誘 発 が 観00246810120
察 されて いる・ ただ 一 關(h「s)ρ 溶醐,8襯OC㎝
しその間細胞 は増職1・ 町 島1㎜ 究
を 一 時 停 止 し、 修 復 習400乙 ε400邑
　 　ヨ 　
雛 こ再増殖を開8、 。m。.L-1鷲雑 一 楽
図・-341・{よこ嘱1∞ 蝋1・ ・氏
経 時 的 な試 水 の採 取0000
時2基 質 の 溶 解 性 有
一 〇24論,、1、 ・1012024時 馬 〔鳥、・1012
機 灰 素DOCと 固 形 性L1㏄ ℃0500ひ
有機炭素POCを各 竺 き … ヒ 枷
の物 質 に対 して表 示 ・5ρ
して あ る.基 質D。C8・300Q子1㎜ ・ 呪
は ・.45、。メンフ・ランフィ 鼠30m・'L-12002δ … 豊
ルター で ろ 過 した 試 水 嵩1008,㎜O恥
畿 貝1塁麗o・24時 島,、1∴2鴇 …m・ ・L一曜
の値 か ら 各 々 の 化 学 ▽ ㎜ 呪 ・。24681。12・
物 質 フ'ロモホllムm一ジ ぎ400き 時間(hrs}
如 ロペ ンゼ ンの細胞 外Q㎜300Qm一 ジクロロベンゼン
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濃度 に対 す る割 合 は、 プロモホルム
プロモホルムで高 々0.02
5%、m一シ.クロロへψンセ●ン
で0.25%と基 質量 に比 し非 常 に 少 な い。 した が って 化 学 物質 そ の ものが 優 占的 な基
質 とな る こと は考 え られず、 細胞 は与 え たハ'クトトリフ.トンー グルコー ス基 質 で 増殖 し、 化 学
物 質 は投 与 濃 度 に応 じ、 増 殖 阻害 や遺 伝 毒 性 と して 働 い て い る と考 え る。 ま たPO
Cは、TOC-DOCで計 算 して い る。 菌 懸濁 液 中 の 固形 物 は細 菌 細 胞 の み と考 え て よ く、
POCは菌 体 相 当 の炭 素 濃 度 を表 して いる。 これ らの 図 よ り、 収 率 係 数y(mgC・mgC胃1
)を求 め る と、 フ'旺ホルムの場 合 で0.39～0.53(対数 増 殖期 のみ)、m一 ゾ如 ロペ ンゼ ンで
0.44～0.50(同様)と 、 本 試 験 菌 のyは、 ほ ぼ0.4～0.5の間 に あ る と いえ る。 この
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値 は、 従 来 の 研究 に よ り、 単 一 種 の 細 菌 の系 で、CODペ スーで0.15～0.6(mgCOD・mgC
Or1)の範 囲 に あ り、 平均 して0.5とした例 と ほぼ一 致 す る値 であ る17)。
この よ うな化学 物 質 を与 え た と きの 細胞 の工祁 キ㌧、 活 性 を調 べ る ため にATP
の誘 発 を、umuDC遺伝 子誘 発 と と も に追 跡 した。 この指 標 は細胞 の活性 量 を表 して
い る ので、ATPがO値 を示 して い る状態 は、 細 胞 が死 滅期 に はい って い る状態
とみ な して よ い。 これ を 図2-35に示 す。 同様 の実 験 をフ'旺ホ肱30mg・じ1、m一ジ ク叩
ペ ンセ'ン100mg・じ1に 関 して2回 実 施 した。 左 側 の図 は初 期菌 体濃 度OD6四が0.16の
場 合 で あ る。 細胞 は増 殖 の直 前 にATPを 誘 発 し、 エネルギーを放 出 して い るこ とが
わか る。 つ ま り前 項 で示 した よ う にdehydr。genaseによ る基 質 分解 が 始 ま り、AT
Pが 生 産 され これ に よ り細 胞 の 分 裂 が行 わ れ て い る こと を示す。
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プ ロモホルム30mg・L-1(9.86x10gmolecules・ce11-1)投与 す る と、 増 殖 阻害 が 約6時 間
生 じてい るが、 この 間ATPは 減 少 して お り、 蓄 積 され た ものが 修 復 の た め に用
い ら れ た と推 察 され、 修 復 遺 伝子 の誘 発 が ほ ぼ最 大 とな る時 点 で、 細 胞 は増 殖 の
ため に基 質 を分 解 し、ATPを 再 度 蓄 積 して、 細 胞 の増 殖が 開始 して い る こ とが
わか る。 この こ と は右側 の2回 目の 実 験(初 期OD6四・0.2Dでも 同様 の 傾 向 が み
られ る。 しか しなが ら、 こち らは負 荷 が1.79x109molecules・cel1,1であ り、
回 目 に比 して低 く、 この ため増 殖 阻 害 さ れ た時 間 は 約4時 間 と短 くな って い る。
m一シ'如ロペ ンゼ ンの場 合、1回 目の 実験 では5.66x101日molecules・celr1の投 与
が あ り、2回 目 は9.82x10gmolecules・cell-1であ っ た。 この約6倍 の 負荷 の差
は細 胞増 殖 に顕著 な差 を表 した。 図 よ り、 負 荷 の 高 い1回 目の 場 合 に は、 細 胞 は
修 復 が追 いつ か ず、 増 殖 す る こと もな く、OD6四値 は次 第 に 減少 して い っ た。AT
P値 は徐 々 に小 さ くな り、 つ い にルシフェラーゼ の 蛍 光 を 発す る もの は な くな っ た。 一
方 の 負荷 のや や 小 さ い方 は、6時 間 の 増殖 阻害 の うち、 若 干 誘 発 したATPが 増
加 を始 め、 これ に と もな い細 胞 増 殖 が始 ま って いる。
この よ うに、 細胞 の増 殖 阻害 及 び これがDNA損 傷 に よ る もの な ら、umuDC遺伝
子 の 誘発 は結 局 化学 物 質 の細 胞 当 りの投 与 負荷 に よ る と ころ が 大 きい こ とが 示 さ
れ、 これ に よ り遅 滞期 やumuDC遺伝 子 の誘 発量 が 決 って くる こ とが 示 唆 さ れ る。 逆
にみ れ ば、 本 試験 法 に よ る検 定 の 際 に は、 化学 物質 の投 与 時 の 菌体 量 をコントロー ルす
る こ とが テ㌔夕の再 現 性 に重要 な因 子 とな る こ とが わ か る。
ま たATPに よ り、 増 殖 阻害 つ ま り静 菌 状態 に あ る時 も、1ネルキ㌧ は誘 導 さ れ て
お り、 それ がDNA修 復 を含 む細 胞 の生 命 維持 に使 われ て い る とい って よ く、 一
端 細 胞が 増 殖 の方 向へ 向 か う と き、 先 に も示 した よ うにdehydrogenaseによる基 質
の 分 解 を実 施 し、 これ を摂取 す る こと に よ りATPを 増 産 し、 細 胞 分 裂 して い く
と考 え られ る。
3-7再 増 殖菌 の変 異
以 上 の よ うに化 学 物 質 に よ るス トレス を与 え られ た細 菌細 胞 は、DNA損 傷 が
生 じた場 合 の み修 復 遺 伝子 の 誘導 に よ り、 再増 殖 を開 始 す る ことが 認 め られ たが、
この再 増 殖 した菌 が 実 際 に突 然変 異 を生 じて い るか を こ こで は検 討 した。umuDC遺
伝子 の誘 発 は、 先 述 して き た よ うに突 然変 異 の生 起 す る 確率 の高 い修 復 量 を表 し
て い る。 修復 しきれ ず に細 胞 死(ATP誘 発 が 止 ま る)す る な らば、 そ の細 胞 は
生 体 よ り淘汰 され るで あ ろ うが、 変 異 を起 こ して生 き延 び る な らば、 さ らに大 き
な変 異、 た と え ば染色 体 異 常 で あ る とか、 癌 細 胞 へ の プ ロモー ションの生 起 す る確 率 が
高 くな る とい え る。 こ こで はプ旺 ホルム30mg・じ1とm一シ"クロロペ ンゼ ン100mg・じ1の ケ ー ス
を例 に と り、 これ ら化 学 物 質 に よ るス トレス と、 そ れ に よ って生 じた 突 然変 異 及
びumuDC遺伝 子 の誘 発 を検討 して み た。
図2-36には本 実験 の概 念 図 を示 した。LB培地 でovernightの前 培 養 後 の試 験 菌 株
SalmonellathimuriumTA1535/pSK1002をTGA培地 に植 え か え たの ち、37℃ で振
とう培養 して、 定 め た菌 体量 に増 殖 し た とき に化 学 物質 を所 定 量 投 与 した。 この
化 学 物質 との 反 応、 す なわ ち ス トレス を与 え た時 間 は6時 間 と した。 これ は6時
間 の 反応 に よ り、 ス トレスを受 け た菌 が ほ ぼ再 増 殖 を開始 した ため で あ る。6時
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間 の 反 応 後、 菌 をLB培 地 に移 し、overnight培養 後、Amesテ ス トに供 し た。Amesテ
ス トは 常 法 に 依 っ た18)。す な わ ち、 前 培 養(。vernlghtのLB培地)し た 菌 懸 濁 液
を、 軟 寒 天 に 加 え、 こ れ をVogel-Bonnerの最 小 培 地 と グ ル]一スで 調 整 した アガ ーフ.レー
ト上 に 播 種 し、37℃ で2晩 培 養 した 後 、revertantco1。nyを測 定 した。overnight
培 養 液 は 一 方 で 再 びTGA培地 に 移 し て 同 様 の 化 学 物 質 の 投 与 を 繰 り返 した。 こ の 一
連 の 操 作 を5回 繰 り返 し た。
Ames【estAmestcsヒAmesしestAmes{eslAmestesl
ストレス スhレス ストレス ストレス ストレス]臣1E12厘11≡]3働 口4匝1目51r・1[】
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図2-36化学物質投与実験概念図
図2-37は、 この ス トレス の4回 目 と5回 目時 の反 応6時 間 の間 に誘 発 され た堕
遇 遺伝 子 を測 定 して い る。 プ 旺ホルムの場 合 は、4回 目の ス トレス 時 にお いて も、
前項 ま での テ ー タ にみ た もの と同 じよ う にumuDC遺伝 子 の誘 発 が4～6時 間 にか け
て み られ た。 つ ま り、error-pronerepalr(誤りが ち の修復)は4回 続 けて実 施
され て い た こ とに な る。
とこ ろが5回 目 に な る と、 その誘 発 は全 体量 が 減 少 した ことが わ か る。 この事
実 は次 の デ ー タ と対 応 して い る。 図2-38に毎 回 の ス トレス毎 にAmesの培 地上 の復
帰コロニー 数 よ り、 そ の突 然変 異 率(TA1535株は塩 基対 置 換 型 の検 出)を み て み る と、
ス トレス を与 え る回 数 が増 え るに したが い、 復 帰 コ日ニー 数 は増 加 し、 突 然 変異 率 は
増 え て い る。 この 変 異 は4回 目が最 大 で、5回 目で はそ れ以 上 増 加 して いな い。
つ ま り5回 目 の投 与 時 に おい て は、 プ ロモホルムに対 して菌 体 が 変異 を繰 り返 し修 復 の
必要 が な くな って しま った と考 え られ る。 同様 にm一ゾ如 ロペ ンゼ ンにつ いて も、 図2
-37にお いて4回 目の 投与 まで は、umuDC遺伝 子 の誘 発 が 盛 ん に観 察 で き たが、5
回 目で は増 加 して いな い。 この こ とは 図2-38での4回 目 まで は変異 が 増 え、5回
目で 停止 して いる こ とに対 応 して いる。
上 記 の こ と は、1つ に はumuDC遺伝 子 の誘 発 は、 突然 変 異 を起 こす可 能 性 の 指標
であ る ものの、 これ の誘 発 に よっ て実 際 にDNAの 突 然 変異 が 誘 導 され て い る こ
とが 明か とな った。 さ らに化学 物 質 の ス トレス に よ り再増 殖 した 菌体 は、DNA
損傷 の修 復 に よ って増 殖 を再 開す る ものの、 そ れ はSOS反応 に よ り変異 した株 とな
って い る こ とが わ か っ た。 こ の観 点 か らみれ ば、 あ る化学 物 質 の投 与 に よ りDN
A修 復 遺 伝子(umuDC遺伝 子)が 誘 導 され る こと に よ って、 再増 殖 を示 す場 合、D
NA上 に 突然 変 異 を有 して生 存 して い る と考 え られ る。
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図2-38Amesテス トによるス トレスを与えた菌の変異率
3-8ま とめ
化 学 物 質 に よ るSOS修復 反応 を示 す 劃 テ ス トに お いて、 化 学物 質 の 種 類、 濃 度
に よ り陽 性反 応 の 現 れ方 に差 異 の あ る こ とが観 察 され た。 この こ とは、 化学 物 質
の細 胞膜 透 過、 細 胞質 内 での 拡散、 代 謝 活 性化、DNAへの損 傷、 修復 速 度、 及 びD
NA上の損 傷 部 位 に 固有 の もの が あ る と推定 され る。 本 研 究 で はDNA修復 遺 伝 子 の誘
発 能 を把 握 す る こ とで、 化 学 物質 の遺 伝毒 性 の定 量 表 記 並 び に毒 性 の比 較 を試 み、
劃 テス ト法 の評 価 を実施 し、 そ の 測定 条 件 を明確 化 す る こ とを 目的 と した。 得 ら
れ た知見 を以 下 に まと め る。
①DNAの 修 復 が な され て い る た め に一 時 的 に細 胞 分 裂 を停 止 す る こ とに よ って
観 察 され る細 胞 の遅 滞 期 の長 さ は化 学 物質 に よ り異 な り、 しか もその長 さ はd。se
resp。nseを示 した。 遅 滞 期 の 長 さ は、DNA修 復 に要 す る時 間 を表 して い る と考
え られ、 これ は化 学 物 質 の毒 性 の 強 さ を表 記 す る指 標 とな り うる と考 え られ る。
②umuDC遺伝 子 の 誘発 量 を表 す β一galactosidase活性 量 の経 時 変 化 を検 討 す る こ と
によ り、 この 誘発 速 度 を算定 した。 修復 遺 伝 子 の 誘 発速 度 の大 き い こ とは、DNA損
傷 箇 所 の 多 い こと、 さ らにumuDC遺伝 子 に よ り突 然 変 異 を誘 発 す る可 能 性 の 大 きい
こと を表 して い る。 この 速度 に も物 質 に よ り差 異 が 認 め られ、doseresponseが示
され た。
③ プ旺 ホルム、m一ジ ク叩 ベ ンゼ ンを与 え、 そ の細 胞 内 外 で の挙 動 と、umuDC遺伝 子 の 誘発
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を検 討 した。 その結 果、 プ 旺ホルムの 場合 には そ の ま まの形 で細 胞 内 に摂取 され、1
ce11に108m。1ecules程度 の量 が 存 在 した と きにumuDC遺伝 子 の誘 発 が観 察 で きた。
フ'ロモホルムは細 胞 内酵 素 に よ り形 を変 え てDNAを 損 傷 したと考 え られ る。m一ジ 如ロ
ペンゼ ンの場 合 に は細胞 外 で そ の形 を変 えて 摂取 され、DNAを 損 傷 して い る こ と
が推 察 さ れ た。
④化 学物 質が 投 与 さ れ、DNA修 復 の た め にumuDC遺伝 子が 誘 発 され て い る間 は蓄
積 され たATPが 修復 の ため に消 費 さ れ、 修復 終 了 時 に再 度基 質 分解、ATP蓄
積、 そ して細 胞 の 再 増 殖が み られ る こ とが わ か った。
⑤Amesテス トに よる 突 然変 異試 験 に よ り、 プ 旺ホ肱、m一シ'如oペンセ'ンで ス トレス を
与 え、umuDC遺伝 子 の 誘 発 が み られ た菌 株 は、 確 か にDNA上 に塩 基対 交 換 の突 然
変異 を生 起 して い る と と もに、 ス トレス を与 え続 ける と、 菌株 は耐性 を有 し、 変
異 を有 した ま ま生 存 す るこ と と考 え られ る。
⑥以 上 の 観点 よ り、 本 試験 法 」型 テ ス トによ る検定 上、 添加 す べ き点 を以 下 に列 挙
し、 今 後 の試 験 に も採 用す る こと と した。
a)umuDC遺伝子 の誘 発 を測定 して い る本法 は、 誤 りが ち の修 復 を知 る方 法 で はあ
るが、 実 際 にDNA上 の変 異 に係 わ って い る現 象 をみ て いる と考 え て よい。
b)反応2時 間の デ ー タは標準 法 と して他 の研 究 機 関 のデ ー タ と比較 す る ため必
要 で はあ る が、 この2時 間 は投 与 した化 学 物質 に よ り菌 体 の増 殖 阻害 が生 じな か
った系 で あ る こと を認 識す べ き で ある と考 え る。
c)増殖 阻害 を生 じた 系 は、overnightincubation後に細胞 が 死 滅期 に至 った か
(ATPの 誘 発 で 知 れ る)、 再 増 殖 したか を確 認 す る。
d)再増 殖 した菌 体 は、 遺 伝毒 性 を誘 発 して い るか 否 か を β一galactosidase活性
で確 認 す る。 再 増 殖 して遺 伝毒 性 を有 した 場合 は、 突然 変異 をDNA上 に有 して
いる生 細 胞 とみ なせ る と考 え られ る。
e)化学 物質 投 与 時 の 初期 菌体 数 は、 細 胞 の増 殖、umuDC誘発 の再 現 性の ため、 試
験 を通 して統 一 した ほ うが よい。
f)投与 化学 物 質 の 負 荷量 表 示(投 与 分 子 数/単位 菌 体)は 、DNA上 の化 学 物質
の作 用部 位が 存 在 し、 そ れが化 学 物 質 に よ り固有 の もの であ る と いう考 え方 に符
合す るた め、 濃 度 表 示 に併 記 す る こ と とす る。
第4節 結語
本 章 で は、 遺 伝 毒性 試 験 法 で あ るサルモネラ菌 を使 った」型 テ ス トの簡 便化、 迅 速 化
を検 討 し、 さ らに誤 りが ちのDNA修 復 を なすumuDC遺伝子 の誘 発 に関 す る現 象 よ
り本 試 験法 の有 用 性 を 検証 し、 そ の適 用性 を明 確 にす る こと を試 み た。
得 られ た成 果 を以 下 に ま とめ る。
①L型 テ ス トの簡 易化 を検 討 した。 主要 改訂 点 は振 と う数 の 増加 に よる前 培養 時間
を短 縮 化 し、 細 胞 膜 破 砕 に界 面活 性 剤SDSを用 い る こ とに よ り、 凍 結 菌体 を復 水 し
て一 晩 培養 し、 翌 日の9時 に前 培 養 を開始 し、 酵 素 活 性 の測 定 は午 後2時 頃 には完
了で きる 測定 法 を提 示 した。
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② 試 験 菌株 のOD6四を生 菌数 に換算 す る と対 数増 殖 期 にお い て、 そ の 吸光 度 当 りで
お よそ6.9x108cells・mL『1・OD6臼ピ1程 度 で あ っ た。
③ 型 テ ス トに お いて、 定 法 で は試 験 菌 株 との反 応 時 間 は2時 間 で あ るが 化 学 物 質
の種 類、 濃 度 に よ り陽 性 反応 の現 れ 方 に差 異 の あ る こ とが観 察 され た。 塩素 処 理
生 成 物 とされ るm一ゾ如 ロペ ンゼン、 如 ロホルム、 プ 旺ホルム、 そ してオ ゾ ン処 理生 成物 とさ
れ るホルムアルデ ヒド、 グ リオキサ㌧ルさ らにm一如 ロフェノ融 を モデ ル 物質 と して、 適 当 な濃 度 を
与 え、 経 時 的 に菌体 濃 度、umuDC遺伝 子 量、dehydrogenase活性 量、ATP量 な ど
の 変 化 を測 定 した。 この 結果、DNAの 修 復 の ため に一 時的 に細 胞 分裂 を停 止 し
て い る細 胞 の 遅滞 期 は、 化学 物 質 によ り異 な り、 しか もその 長 さ はdoseresp。ns
eを示 した。
④umuDC遺伝 子 の 誘発 量 を表 す β一galactosidase活性量 の経 時変 化 を検 討 す る こと
に よ り、 この 誘発 速 度 を算定 した。 この速 度 に も物 質 に よ り差 異 が認 め られ、do
seresponseが示 され た。
⑤ プ 旺ホルム、m一ジ 如 ロペ ソゼ ンを与 え、 そ の細 胞 内 外 で の挙 動 と、umuDC遺伝 子 の誘 発
を経 時的 な採 取 で検 討 した。 その 結果、 プ 旺 ホルムの場 合 には そ の ま まの 形 で細 胞 内
に摂 取 さ れ、1cellに108molecules程度 の量 が 摂 取 され た と き にumuDC遺伝子 の誘
発 が 観察 で き た。m一シ0如日ベ ンゼ ンは細 胞 外 で そ の形 を変 え て摂 取 され、DNAを 損
傷 して い る こ とが推 察 され た。
この経 時 的 な変 化 にお い て、DNA修 復 の ため にumuDC遺伝子 が 誘 発 さ れ て い る
間 は 蓄積 され たエネルギ 源ー で あ るATPがDNA修 復 の た め に消 費 され、 修 復 終 了
時 に 再度 基 質 分解、ATP蓄 積、 そ して細 胞 の 再 増 殖が み られ る こ とが わか った。
⑥Amesテス トに よ る突 然 変異 試 験 によ り、 フ"ロモホ払、m一ジ如 ロペ ンゼ ンでス トレス を
与 え、umuDC遺伝 子 の誘 発 が み られ た菌 株 は、 確 か にDNA上 に塩 基 対 交 換 の突 然
変 異 を生 起 して い る と と もに、 ス トレス を与 え 続 け る と、 菌 株 は 耐性 を有 し、 変
異 を有 した ま ま生 存 す る こと と考 え られ る。 この観 点 か ら化 学物 質 のス トレス を
与 え て、 増殖 阻害 が 起 こ り、 その 間umuDC遺伝 子 が 誘 発 され たの ち、 再 増 殖 した菌
は、 突 然 変異 をDNA上 に有 した 菌 と み なせ る。
⑦ 本試 験 法 に は以 下 の 諸点 を添加 す べ きで ある と考 え る。
化学 物 質 の 投与 に際 し、 再 現性 の た め に初期 菌体 量 を試 験 を通 して出 来 るか ぎ
り一 定 とす る こ と、 つ ま り化 学 物 質 の試 験 菌株 に対 す る負 荷 量 は 統一 す る こ と。
反 応2時 間 の標 準 デ ー タ は測 定 す る要 が あ る が、 増 殖 阻 害 が み られ た場 合、 反
応 をovernightで実施 す る系 を 作 り、 細 胞 が死 に至 った のか、 あ る い は再 増殖 した
の か を確 認 す る必 要 が あ る。 再 増殖 した場合 に は、 遺 伝 毒 性 的 に は よ り危 険 な
化 学物 質 で あ る と推 察 で き る。 また化 学 物 質 の投 与 量 は負 荷 量表 示 と し、 濃 度表
示 に併 記 す る ことが 望 ま しい。
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塩 素消 毒 は、 水 が飲 料 水 と して使 用 され て い く過 程 で 普及 した消 毒 法 で あ る。
それ は文 政 年 間以 降 海 外 か らも た らさ れ た消 化 器 系伝 染病(コ レラ、 チ フ ス、
赤 痢 な ど)に 対 す る社 会 的 な予 防 装 置 と して水 中 微 生 物 消毒 の た めの役 割 を担 っ
て きた。
と ころが1970年代 以 降 フ ミン酸 を 前駆 物 質 とす る各 種 有 機 塩 素 化合 物 の生 成
と、 それ らの うちクロ0ホルムが発 癌 性 を示 す こ とが 明 らか に な る と、 必 ず し も安 全 な
水 が供 給 され て い る と は確信 され な くな っ た。 一 方、 水 道 水 源 の 汚 染 の進 行 は、
藍藻 類 に よる か び臭 の 発生 を と もな い、 臭 気 を 制御 す る方 法 と して高 度 処 理 の適
用 が進 め られ つ つ あ る。 高度 処 理 の一 つ にオ ゾ ンに よる酸 化 力 を利 用 し、 水 中 の
微量 有 機 物 の 分解 及 び 微生 物 の殺 菌 を 図 る もの が あ る。
オ ゾ ンの 適 用範 囲 は、 欧州 大 陸 に お い て は古 くよ り飲 料 水 の 消 毒剤 と して 用 い
られ て きて い るが、 わ が 国 で も浄 水設 備 の 他、 下水 の再 利 用 水 を 使 って の 親 水空
間 や、 各 地 で の ス ポー ツ施設 の プー ル、 水 族 館 に普 及 しつつ あ るD。 この オ ゾン
酸化 の普 及 に は、 水 道 の安 全 性 に市民 が疑 念 を有 し始 め た こ と に加 え、 よ り品質
の よい水 を求 め る声 が 背景 と して 存在 して いる。 そ れ に答 え るべ き技 術 と して の
オ ゾ ン処 理 は、 酸 化 力 が 高 く、 水 中有 機 物 を親 水化 で き、 水 の透 明度 を高 め、 塩
素 の よ う な刺 激臭 の な い、 比 較 的 まろ やか な味 覚 を提 供 で きる水 を生 産 しう る。
塩 素 消 毒 に よる副 生 成物 の変 異 原性 に関 して は、 多 くの研 究者 が塩 素 処 理水 の
濃縮 試 料 を、 ハ'イオアッセイに適 用 して調 べ て い る。Lopper2)は、 塩素 処 理 工 程 のXAD樹
脂濃 縮 物 をAmesテス トにか け、TA100株で 陽性 を示 した とす る。Vartianenら3)は、
東 フ ィン ラ ン ドの塩 素 消毒 を施 した飲 料 水 をXAD4、XAD8樹脂 で 吸着、pH2の画 分 に
つ い てAmes/Salmonella系で 陽性 を検 出 して い る。 亀井 ら4)は、 泥炭 池 着 色 水 の 塩
素 処 理 水 をXADで吸着、 ジ 如 ロメタンとメタノー 1レ画 分 に強 い変 異 原性(Amesテスト)をみ い だ し
て い る。Monarcaら5)は、XAD2に比 較 してSep-pak(ミリボ ア社、WatersDiv.)樹脂 を
使 い、5倍 も高 い濃度 の有 機 物 を吸 着 して い る。 この 抽 出物 はAmesテス トの 一Sgm
ix系で陽性 を示 して い る。 この変 異 原 性 は、THM,Toxの濃 度 に相 関 が あ る こ と を示
した。 またMeierら6)も同 様 に、 塩 素処 理 水 中、 変 異 原 性 は不 揮 発性 化 学 物 質 で あ
る と し、 そ れ らがTOXと関 係 して い るこ とを明 らか に して い る。
こ の よ うに塩 素 処理 生 成 物 と、 その 濃 縮法、 変 異 原 性 画分 に差 異 が あ る の は、
その 副生 成 物 の前 駆体 に よ る もの で あ る と考 え られ る。 前駆 体 と してFielding7)
は、 リグ ニ ン、 水 溶性 フミ ン酸、 ア ミ ノ酸(メチオニン、チロシン、フェニルアラニン、トリプ トファン、ヒスチシ
'ン
、プ剖 ン)をあ げ て い る。 これ らを塩素 処 理 す る こ とに よ り生 ず る変 異 原 性 の 同定
物 質 には、 プ 旺 ホ肱 、トリ如ロエチレン、テトラ如 ロェチレン、知 ラールそ してMX(3-chloro-4-(dichlor
。methy1)-5-hydr。xy-2(5H)-furan。ne)など を示 した。 このMXは近 年 発 見 さ れ た塩
素 処 理水 中の 強 力 な変 異 原 性 物質 で、Kronbergら8)によれ ば、 そ の変異 原性 寄 与
率 は 塩素 処 理 を した フ ミン酸 水中 の50～100%、飲 料 水抽 出物 の20～50%であ る と し
て い る。 と くに木 材 の漂 白過 程 で多 く発見 され てお り、H。1mbomら9)は、 カナ ダ の
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木材 破 砕 工場 の漂 白過 程 で、MXがAmesのTA100株で陽 性 を示 した と報 告 してい る。
た だ し、MXはpH2で安 定、pH6.5で水溶 性 が 増 して開 裂 し、pH12で消滅 す る。
この 塩 素消 毒 の 代 替 法 と して の オ ゾ ン処 理 も、 そ の副 生成 物、 と くに 加ボ ニル化
合物 を中 心 と して 変 異 原性 物 質 の生 成 す る ことが知 られ てい る。 山 田1㈲ は、 下 水
の ろ過 水 を使 用 し、 オ ゾ ン処 理 に よ り、 ホ肱 アルデ ヒド、 アセトアルデ ヒド、 ア ロピ オンアルデ ヒ
ドヒド、 フルフラrFkグリオキザ→kメ チルグ リオキサ㌔ル等 が 生成 す る こと を同定 した。 この う
ちホルムアルデ ヒド とグ リオキサ㌔ルが変 異 原 性 を有 す る ことが知 られ て い る。
この よ うな塩 素 処 理 によ り発生 す る トリハロメタン(THM)を中 心 とす る有 機塩 素 化 合物
生 成 抑 制 の た め、 オ ゾ ン処 理 導入 が 考 案 さ れ た。Rice11)は、 オ ゾ ン処 理 を塩 素 処
理の 前 に 導入 す る こ とで、THM生成 の前 駆 体 が オ ゾ ンに よ り分解 し、 結 果 的 にTHM
生 成 を抑 制 す る こ とを 示 して い る。Dolaraら12)は、 塩 素 処理 に よ って誘 発 され た
変異 原 性 は、 オ ゾ ン処 理 に よ り減 少 しうる こ とを示 した。 亀 井 らの は、 同 じ水塊
に対 し、 塩素 処 理 とオ ゾン処 理 の変 異原 性 生成 比 較 を行 い、 オ ゾ ン処理 に よる濃
縮 物 の 変異 原 性 が 塩 素処 理 の そ れ に比 し、 はる か に小 さ い こ とを示 して い る。Hu
ckら13〕は、 パイロットフ.ラント実験 で塩 素、 オ ゾ ン処理 を比 較 し、Amesテス トにお い て
塩 素 処 理 水 はTA98、TA100両株 と もに陽 性 で あ るの に比 し、 オ ゾ ン処 理 は ほ とん ど
検 出 しえ な い こ とを示 してい る。C。gnetら14)は、 フラ ンス の河 川水 で 高濃 度 有機
物 の 存在 す る場 合 に は、 塩素、 オ ゾ ン処 理 と もに変 異原 性 物 質 を生 じ、 そ の差 異
は明 らか で な いが、 オ ゾ ン 活ー 性炭 処 理 で変 異 原性 は減 少す る こ とを示 した。Ko。
1はオ ゾ ン 活ー 性炭 処理 で1年 以 上 にわ た って変 異 原 性活 性(Ames法)を検 知 レベ ル
以 下 に減 じる こ とが で き た と報 じ15)、塩素、 二 酸 化 塩素、 オ ゾ ン処 理 の比 較 で塩
素 は非 常 に強 い変 異原 性(Ames法)を示 す こ と、 二 酸 化塩 素 は5～15mgCIO2・レ1の濃
度 で強 い変 異 原性 を示 す が、5mgC102・L'1では示 さ な い こと、 オ ゾ ンは3mgO3・L-1
で わ つか に変 異原 性 を示 したが10mgO3・L-1で完 全 に 消失 す る こ と を示 して い る16
)。Hartemann17)は、 哺乳 動 物 細胞V79HGPRTcellを用 い た変異 原 性 試験 で、 オ ゾ
ン処 理 が 塩 素 処理 の代 替 で変 異 原性 を減 少 させ、 活 性炭 を用 い る とさ ら に効 果 が
上 が る こ とを 報告 して いる。Bourbig。tら!8}は、 同 様 にV79細胞 とSOS遺伝子 誘 発
を応 用 したSOSchromotestで、 少 量 の オ ゾ ン処理 で は変異 原性 が高 く検 出 され る
が、 よ り多 くす る と変 異原 性 が 消 え る こ と、 活 性 炭 を通 せ ば、 完 全 に消 失 す る こ
と、 オ ゾ ン処 理 が 生 物 分解 性 を増 す効 果 が あ り、 砂 ろ過 で16.5%の分 解 性 が、 オ ゾ
ン+砂 ろ過 で24.5%に上 昇 す る こ と、 ひ いて は塩 素 消 費量 が減 少 し、 有 機 塩素 化 合
物 の 生成 が減 少 す る効 果 のあ る こ とを示 した。
この よ うに塩 素 処 理 で生 じる有 機 塩 素化 合 物 が 強 い変 異原 性 を有 し、 か つ それ
らが 難分 解 性 物 質 で水 中 に残 存す る もの で あ るの に比 し、 オ ゾ ン処理 は 確 か に副
生成 物 に変 異 原 性 を有 す る もの も存 在 す るが、 そ れ はオ ゾン処 理 の程 度 によ る こ
と、 十分 な処 理 に よ り変 異 原 性 を消 失 しう る し、 ま たオ ゾン酸 化 が生 物 分解 性 を
高 め、 た とえ 副 生 成物 を生 じて も、 水 中 にて 分解 し易 い こと、 そ れ故、 活性 炭 併
用 で、 その 生 物 ろ 過効 果 を期 待 す る こ とに よ り、 容 易 に分解 で き るこ と、 最 終 的
に塩 素 消 毒 を施 して も、 有 機塩 素 化合 物 の生 成 は少 な い こと な ど、 代 替 消毒 法 と
して の利 点 が 数 え られ る。
本 章 で は、 塩 素処 理、 オ ゾ ン処 理 で生 成 され る有 機 物 群 に対 し、 その 遺伝 毒 性
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を定 量 的 に評 価 す るた め、 一 次 スクリーニソグ と して細 菌 細胞 で は型 テ ス トを、 さ らに
二 次 スクリーニング と して哺 乳 動物 細 胞 を用 いた染 色 体 異 常試 験 を実 施 した。
第2節 望型 テ ス トに よる遺 伝 毒 性
2-1概 説
塩 素消 毒 にお い て は、 と くに生 成物 中 の トリハOメタンを中 心 とす る有 機 塩 素 化 合 物 の
変 異 原性、 発 癌 性 が指 摘 され て きて い る。 一 方、 塩 素消 毒 に代 替 す る技 術 と して
普 及 しつ つ あ るオ ゾン酸 化処 理 に関 して も、 そ の 副 生成 物 の 安 全 性 の評 価 が定 量
的 に な さ れ る必要 が あ る。 と ころで 先 に も示 した 通 り、 主 と して 疎 水性 の有 機 塩
素 化 合物 と親 水 性 のアルデ ヒド類 な どのオ ゾ ン処理 副 生 成 物 は、 濃 縮 す る方 法 も異 な
り、 そ の方 法 によ って 回収 さ れ る変異 原物 質 も選 択 され る。 両 化 学酸 化 法 を変 異
原 性 の観 点 か ら比較 す る とき に は、 単 純 に酸 化 処 理 水 を そ ろ えて 同 じ濃 縮 を施 し
て も正確 な比 較 を して い る とは い いが た い。
そ こで本 節 では、 塩 素 処 理工 程、 あ る い はオ ゾ ン処理 工 程 にお いて生 成 され る
と同 定 さ れ た代 表 的 な化 学 物質 に関 して、 第2章 中 で示 した璽型 テ ス トを適用 し、
両 酸 化法 の副 生 成物 の遺 伝毒 性 の 評 価 を した。
2-2実 験 方 法
本 節 に お け る回型 テ ス トで は、 第2章 第1節 で検 討 した方 法 論 に よ り、 凍結 保 存
した試験 菌 株 を完 全 培 地 中 で一 晩 で復 活 させ、 これ をTGA培地 で希 釈、 前 培養 後、
被 験 化学 物 質 と2時 間 反 応 させ た。 また試 験 対 象 とす る化 学 物 質 に よ り試 験 菌 株
の陽 性反 応 を呈 す る ま での反 応 時 間 は異 な る こ とが 前章 中で も示 した よ う に予想
され る。 そ こで 本 節 で は開発 され た常 法 に よ る化学 物質 との 反 応 時 間2時 間 の 他、
化 学 物質 を長 時 間試 験 菌 体 と反 応 させ て陽 性 反 応 を判 定 す る こ と と した。
本 節 で扱 っ た被験 化 学 物質 は、 塩素 処理 あ る いは オ ゾ ン処 理 に よ って生 じる と
想 定 され て い る有機 物 質 で、 各 々18およ び19物質 を 選択 した18)19)。そ れ ら の物
質 を 表3-1に 示 す。 これ らの 物質 を適 当な 溶媒(水 、 工 タ ノ ール、DMSO)に溶解
し、10倍希 釈 で約5段 階 の希 釈 列 を作 っ た。
被 験化 学 物 質 の 中 に は揮発 性 を有 す る もの もあ る の で、 これ ら につ い て は50mL
パ イアル瓶 に菌 懸 濁 液 と化 学 物 質 をい れ.密 栓 し、 反 応 の ため に振 と う培養 した。
陽 性 の判 定 は以 下 に示 す方 法 に よ った。 反 応2時 間 の間 に菌 のDNA中 での 自
然 発 生的 に生 じる損 傷 を考 慮 し、 被験 化 学 物 質 の あ る検 体 量 にお ける反 応2時 間
後 の 酵素 活 性 量Aか ら、 溶媒 対 照 にお け る 同2時 間 後 の酵 素 活 性 量Bを 差 し引 い
た上 で、 溶 媒 対照 の酵 素活 性 量Bで 除 し、 この遺 伝 毒 性 強 度(A-B)/Bが2以上 を強
陽 性、1か ら2を 陽性、1以 下 を陰性 と判 定 す る こ とと した。
長 時間 処 理 の実 験 は、 丁GA培地 中 で増 殖 した菌 懸 濁液 を100mL培養 フ ラ ス コ に分
注 し、 これ に 被験 化 学 物質 を所 定 濃度 に な る よ う投 与 した。 同 時 に必 要 に応 じて
Sgmix溶液 を添 加 した。 培 養 フ ラス コを145r叩,37℃で振 と う し、2時 間 毎 に5.4m
Lを採 取 し、 菌 体 濃度OD6四と、 β一galactsidase活性 を測 定 した。 同 時 に 溶媒 対 照
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も測 定 し、 上 記 と同 様 表3-1使 用化学物質
の判 定 基準 で被 験 物 質
の遺 伝毒 性 を評 価 した。 化学物質 入手先
被 験物 質 は、 表3-1ク ロロペンゼン
の化学 物 質 中、 反 応2時1,2,4一 トリ如ロペンゼン
間の型 テストの糸課 を 嬬 騨
勘 案 し て 以 下 の も の を1,1,1一 トリ如はタン






















2-3反 応 時 間2時
間 に 対 す る 判 定m一 ヅ 如 ロバ ンゼ ン
被験化学物 質の灘 瑠 卿 ゼン 勃ラィテ・・(京都)
効 果 の例 を 図3司 に示
した。 図 は上 段 が 各希 フルフラン
釈灘 列に対する齢 羅 勧 脚 ・ 棘 繊(東京)
濃 度 をOD6四で、 下 段 は
反 応2時 間 で 呈 し た β一galactsidase活性 を 示 し て あ る。 図3-1(1)は典 型 的 な 強 変
異 原 物 質 と し て知 られ るAF-2のdoseresp。nseを示 し た も の で あ る。AF-2に対 す る
umuDC遺伝 子 の 誘 発、 す な わ ち β一gaユactsidase活性 は0.3mg・L-1・OD6eg-1(1.O
mg・レ1)で 最 大 に達 す る が、 そ れ 以 上 の 薬 品 を 投 与 す る と、2時 間 の 反 応 時 間 内 で
はDNA修復 が で き ず、 細 胞 は増 殖 し て こ な い こ とが わ か る。
同 様 に 表3-1中 に 示 し た被 験 化 学 物 質 に 対 して 行 っ た 結 果、10nの 希 釈 列 に 対
して 得 ら れ たd。serep。nseの例 を 図3-1(2)～(7)に示 し た。 い ず れ も 化 学 物 質 と 菌
懸 濁 液 と の 反 応 時 間 は2時 間 で あ り、 各 物 質 で あ る 濃 度 以 上 に な る と、umuDC遺伝
子 の 誘 発(β 一galactsidase活性 の 増 加)が 観 察 で き る。 こ こ で 各 化 学 物 質 の 濃
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度 が比 較 的 高 くな る とOD6四が減 じ、 菌 の生
存率 が減 じて い る よ う な結 果 にみ られ る。 一
般 にAmes法にお い て は、 菌 の生 存 率 が50%以(1)超.2
下 とな る よ う なデー タ につ い ては、killingO。4
の判 定 を なす こ とが 多 い。 と ころ で本 法 にお
。0.3
いて は、 液 体 培地 中で 菌 体が 化 学 物質 と反 応 き
して2時 間 後 に増 殖 が み られ なか った こと は、80'2
前 章 で示 した よ うに、 いわ ゆ る静 菌作 用 に よo・1
って 増殖 が 阻 害 され、2時 間 の反 応 時 間 内 で0
は増 殖 して こ なか った こ とを表 してい る と考 竃1000
え られ る・ こ の こ とが イヒ学物 質 に よ る溶菌 イ乍 ぎ 、。。
用 な らば、 再 び増殖 す る あひ
こと はあ り得 な いカ、DNAの 損 傷 に よる増 弓600
殖阻 害 な らば、 修 復機 構 は働 い て い る と考 え'歪400お
られ、umuDC遺伝 子 の 誘 発 は、 この 間 も続 い 署200
て い る と考 え られ る。 そ の意 味 でunits・OD6§
精 錨 繍 犠 螺 饗鶉 §o、 潔1端')"
一スは 図3-1(6)(7)の+Sgmixの よ う に 、OD6ggも
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図3-1(2)濃 度 効 果 ホルムアルデ ヒド
図3司 ③ 濃 度 効 果 グ リオキサ㌧ ル
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濃 度(㎎ ・rLOD6a日-1)濃 度(㎎ ・1一工・OD63g-1)










竃 。 鋤 ・。.2●+Sgm'x
コ
ぎ ● 、S9。ixO .
皇 … 乾4000-S9皿'x
3'嬬 ● ・S9・i、
麺 ・・0一専 一 遡 騒ll… 対照
§+s9の 対照 曽 身
慧 ・ 、r、 、rl、 。、 、。 、伊 　 0、r・ 、__・1解
よ
濃 度(㎎ ・1'1・OD6aa冒1)濃 度(㎎ ・r1・OD6ae璽1)
図3-1(6)濃 度 効 果1・2・4一 トリ如 ロペ ンゼ ン 図3-1(7)濃 度 効 果 プ ロモホルム
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表3-2に 、 塩 素 処 理 に よ る 副 生 成 物 と し て 知 ら れ る 化 学 物 質 に 対 し てL型 テ ス ト
を 適 用 し た 結 果 の う ち 、 反 応 時 間2時 間 の 成 果 を 示 し た 。 表 中 、 化 学 物 質 の 濃 度 は
反 応 さ せ た 菌 懸 濁 液 中 に お け る 各 化 学 物 質 の 濃 度 を 反 応 初 期 菌 体 濃 度 を 示 す 吸 光
濃 度OD6四 で 除 し て あ る 。 ま た 表 中 、umutest欄 の 数 値 は 判 定 基 準(A-B)/Bを 示 し
た も の で あ る 。 さ ら にAmesテ ス ト の 結 果29}2D22)と 、Rec-assay法 に よ るDNA損 傷
試 験 の 結 果23)を 併 記 し て あ る 。
表3-2塩 素 処 理 副 生 成 物 の 遺 伝 毒 性(反 応2時 間)















四 塩 化 炭 素393.71000.460.30-+(の++r
クロロホルム393,71000.220-+一++
クロロ酢 酸485.41000.08-0.34一
ジ 如 ロ酢 酸58.5100.47-1.50+一
トリクロロ酢 酸58.5100.72-1.18++
クロラー ル58.5100.81-!.30++
濃 度 は 陽 性 を 示 した 最 小 値
S9一 代 謝 活 性 無










同 表 よ り、 劃 テ ス ト に よ り 変 異 原 性 陽 性 を 呈 す る 化 学 物 質 は 、 代 謝 活 性 な し(
-Sgmix)で ①m一 ジ 如 ロペ ンセ'ン((A-B)/B・2.06),②1,2,4一 トリ如 ロペ ンゼ ン(7.00),③
フ'ロモ勅 ム(1.30)であ っ た 。 ま た 代 謝 活 性 あ り(+Sgmix)の 場 合 、 陽 性 を 呈 し た も の は 、
①m一 ゾ クロロペ ンセ●ン(1.60),② ゾ クロロ酢 酸(1.50),③ トリ如 ロ酢 酸(1.18),④ 如 ラー ル(1.3
0)で あ っ た 。 こ の う ち 、 ゾ 如 ロ酢 酸 、 トリク叩 酢 酸 は 比 較 的 低 い 濃 度(58。5mg・L闇1・O
D6四 曽1(10mg・L嘘1))で 陽 性 を 示 し た 。 ま た 、+Sgmixで1,2,4一 トリクロロペ ンゼ ンと プ ロモ
ホルムは 、 表 示 し た 濃 度 に お い て は 、 反 応2時 間 内 に て 菌 体 の 増 加 及 び β 一galactsid
ase活 性 の 増 加 も 観 察 で き ず 、 前 記 の よ う な 化 学 的 ス ト レ ス と は 異 な り、 い わ ゆ る
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細胞 死(killing)と判 定 して あ る。
以 下 の物 質 はSgmixの投 与 に よ り本試 験 に お いて(A-B)/B値を増 した。
クロロへPンセゆン;p一シ・クロロへのンセ●ン;シ"クロ0メタン;
L2一ジ 如 肛 タン;ク ロロ酢 酸;ジ 如 ロ酢酸;ト リクロロ酢 酸;如 ラー ル
また、1,2,4一トリクロロペ ンセ"ンとプ 旺 ホルムはsgmixの投与 に よ って毒 性 が増 し、 この 反応
2時間 内 で の細 胞 死 が 観察 され た。
さ らに型 テ ス トの 結果 をAmes法並 び にRec-assayの結 果 と比 較 した。umuテス ト
で2時 間 の反 応 で 陰性 と判定 さ れ た物 質 の うち、 テトラ如 ロエチレン、 ジ クロロメタン、1,1,1一ト
リ如 ロェタン、1,2一シ'如ロフ.ロノ、.ン、トリクロロエチレン、L2一ジクロロエタン、クロoホルムは、Ames法で は陽性 と
判定 され て い る。 この ことは、Ames法は化 学 物 質 を投 与 し、mutationをお こ して
増殖 コ ロ ニー を検 出 す る まで、 判 定 に48時間 要 して い るの に対 し、 廻 テ ス トで は
2時 間 で の 結 果 を み て い る ことか ら、 反 応 時 間 の差 に起 因 してい る可能 性 が 考 え
られ る。 したが って、 こ こで試 験 した19種の有 機塩 素 化 合物 に対 しては、 反 応時
間 を長 くとる こと に よ り、 陽 性 反 応 を示 す 物 質 も存 在 す る こ とが予 想 され る。 一
方 のRec-assayと⊆型 テ ス トの 関係 は、Rec-assayがre鎚遺伝 子 の 有無 によ るDNA
損傷 試験 で あ る の に対 し、 塑 テ ス トはDNA損 傷 時 の最初 の 誘 発が 唖 遺 伝 子の
発現、 お よび 続 い て起 こるumuDC遺伝 子 を]延 によ り直 接測 定 して い る。 これ ら反
応 機 構 の 点 か ら、 両 法 の 関連 は大 きい よ うに思 われ るが、 試験 菌 の増 殖 まで を考
え る と、 両法 の結 果 を連 続 したSOS反応 の原 理 の 中 で捉 え きれ な い こ と も事 実 で あ
る こ とが観 察 され た。 表 中 で の有 機塩 素 化 合物 ではRec-assayで陽性 と判 定 され、
皿坦テ ス トで 陰性 で あ った物 質 に はテトラ如 ロエチレン、 四塩 化 炭素、 クロロホルムが あ るが、 二
鎚 の発 現 に よ り、 そ の後 細 胞 が死 んだ のか、 あ る い は変異 した のか はDNA損 傷
試 験 で は わ か らず、 少 な くと も2時 間 内 で はumuDC遺伝 子 の発現 は み られ なか った
とい う こ とに な る。
表3-3には 同様 にオ ゾ ン処理 に よ って生 成 され る とさ れ る化学 物 質 につ いて、 旦
型 テ ス トの結 果 を示 した。
-Sgmixで陽 性 を 示 した もの は、 ① ホルムアルデ ヒド((A-B)/B・1。46),②イオノン(5.37)
で あ っ た。 ま た+Sgmixで反応 した化 学 物質 は、 ① ホルムアルデ ヒド(38.8),②フルフラー ル(1
.02),③加 ボ ン(2.21),④グ リオキザ ルー(2.50),⑤ア如 レイン(1.80)であ った。 この うち
比 較 的 低 濃度 で 陽性 を呈 した物 質 はホルムアルデ ヒド(123.5mg・レ1・OD693甲1(10mg・L
1))とアクロレイン(49.3mg・Ld・OD600-1(10mg・L-1))であ る。
Sgmixの投 与 で お お むね の 物 質 は(A-B)/B値を増 加 させ て い る。 ま たイオル はSgmi
xの投 与 で反 応 時 間2時 間 で は細 胞 死 と判 定 した。
以 上 の結 果 をAmesテス ト26)と比 較 して み る と、18種の加 ボ ニル化合 物 に関 して は、
2/3が一 致 した判 定 結 果 を示 して い る。
これ らの事 実 よ り、 対象 と した化 学 酸 化 副生 成 物 物質 群 に よ り各 アッセィの原 理上
判 定 結 果 の一 致 に差異 を生 じる こ とが 示 唆 され、 里型 テ ス トにお い て は次 項 に示 す
よ うに反 応 時 間 につ い て検 討 を試 み る こ と とす る。
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2-4反 応 時 間 を 長 時 間 と し た 場 合 の 判 定
細 胞 の 化 学 物 質 に よ る 増 殖 阻 害 で は、 化 学 物 質 の タ ン パ ク 質 な ど の 細 胞 成 分 と
の 反 応DNAと の 結 合、 細 胞 膜 と の 反 応 等 が 原 因 と さ れ、 細 胞 が 増 殖 を 抑 制 さ
れ る 静 菌 作 用 が 観 察 さ れ る こ とが あ る24)。 ま た 化 学 物 質 の 構 造 や 、 物 理 化 学 的 性
状 が 生 物 へ の 毒 性 に 関 連 す る こ と は、 た と え ば 化 学 物 質 の 疎 水 性 が 分 子 の 生 体 膜
透 過 性 評 価 上 の 主 要 な パ ラ メ ー タ と な る こ と な ど が 指 摘 さ れ て い る25)。 こ の よ う
に 開 発 さ れ た 常 法 に よ る 被 験 化 学 物 質 と の 反 応 時 間 は2時 間 と さ れ て い る も の の、
物 質 に よ っ て は、 細 胞 膜 の 透 過 や、 細 胞 質 内 拡 散、DNA塩 基 と の 反 応 に 時 間 を 要 す
る も の も存 在 す る こ と を想 定 さ れ る。 実 際、 本 法 の 開 発 者 で あ る 小 田 ら もhydrog
enperoxideやglutaraldehydeなど の 物 質 に つ い て は 反 応5時 間 の 中 でumuDC遺伝 子
の 誘 発 を 検 討 して い る26)。 ま た 前 章 第3節 で 示 し た よ う に、 化 学 物 質 に よ り増 殖
と、 修 復 遺 伝 子 の 誘 導 に は差 異 の あ る こ と を 確 認 し て い る。 そ こ で 前 項 で 示 した
表3-2及 び 表3-3の 結 果 か ら、 短 時 間 処 理 ば か り で な く、 試 験 菌 株 と 化 学 物 質
を2～24時 間 反 応 さ せ、 菌 の β一galactsidase(umuDC遺伝 子)の 誘 導 を 観 察 し た。
結 果 を 表3-4に 示 した。
表 中 に は 被 験 物 質 を 試 験 菌 懸 濁 液 に 与 え た と き の 濃 度mg・L-1・OD6臼ピ1(()中
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表3-4反 応 を 長 時 間 と し た 場 合 の 遺 伝 毒 性










































S9-;代謝 活 性 無









はmg・L-1>に対 しての、 代 謝 活性 な し(-Sgmix)と代 謝 活 性 あ り(+S9mix)の結 果 を
記 した。 反応 の陽 性、 陰性 の 表示(++,+,一)は、 被 験 物 質 を菌 濁 液 に投 与 した直 後
か らの反応 時 間2～24時間 に対 して 示 さ れ て お り、 各 々溶 媒 ブ ラ ン クの値 に 対 して、
前 述 と同 じで判 定 方 法 に よ っ た。 ま た 同様 にAmesテス トとRec-assay法の 結果 を併
記 した。
本 表 よ り、 これ ら化 学 物 質 と試 験 菌 株 との反 応 時 間 を常法 の2時 間 に比 して、 よ
り長 くとる こ とで、 陽性 反 応 を強 く呈 した もの が あ る こ とが わ か る。
た とえ ば、m一ジ 如 ロペ ンゼ ンは+Sgmixで、 濃 度370mg・L-1・OD6四一1(100mg・L,1)の場
合、2～6時 間 で も陽性 を示 して い たが、 反 応 開 始 後20時間 に お い て、 強 陽性 を呈
す る よ うに な った。
ま た一Sgmixでの プ旺 ホルムも2時 間 で陽 性 を示 したが、 よ りそ の 陽性 反 応 を強 く呈
す る よ うに な った。+S9mixにお いて は2時 間 で は陰 性 と判 定 され て いた が、4時
間 以 後、 強 い陽性 を示 す よ うに な った。 さ らにクロロホルムは比 較 的 高 い濃度GOOOmg・
L-1)にお いて 反 応 時間 を長 く とる こ とに よ り、+-Sgmixの双 方 に お い て陽 性 を呈 す
る よ うに な っ た。 トリ如 皿 チレン、テトラクロロエチレンも一Sgmixにお い て、 反 応20時間 後 に陽 性
反 応 を示 した。
この よ う に本 研 究 で扱 った有 機 塩 素化 合 物 は、 表3-2にお け る反 応2時 間 で の判
定 で は、Ames法に お い て陽性 を示 したテ㌧ タに対 し、 型 テ ス トで は陰 性 と判定 され
た ものが 比 較 的多 か っ たが、 反 応 時 間 を長 くとる こ とに よ り陽性 反 応 を呈 す る も
のが あ る こ とが わ か っ た。
一 方、Rec-assayの結 果 と比 較 してみ る と、Rec-assayで陰 性 と判 定 され た物質
は、-Sgmixでの1,2,4一トリクロロペ ンゼン、 プ ロモホルム、 如ロホルム、トリクロロエチレン、テトラクロロェチレンであ
った が、 μ型 テ ス トで は陽 性 を示 し得 た。 逆 にRec-assayで1,2,4一トリクロロペ ンゼ ンは+
Sgmixで陽性 と判 定 さ れ たが、 型 テ ス トで は20時間 の反 応 時 間 を と って も陰性 で
あ った。 こ こで双 方 の テ ス トで必 ず しも同一 の投 与 濃 度、 培養 条 件 で な く、 しか
も試験 菌 株が 異 な るゆ え に、 これ らの結 果 を もっ て ただ ち にassayの優 劣 を論 じら
れ な い こ とに は注 意 を 要 す る。
ま た 表3-3で 示 したオ ゾン処 理 生成 物 の 反 応 中、 反 応 時 間 を長 く とる こと で よ
り陽性 反 応 を強 く示 す よう にな っ たケ ー ス が示 され てい た。 アセチルアセトンは+Sgmixで、
反応2時 間 後 で は 陰性 反 応 しか示 しえ な か っ たが、 反 応24時間 後 に は強 い陽 性 反応
を示 す よ うに な っ た。 グ リオキゲ ルーは 一Sgmixの場 合、 反 応4時 間後 に陽 性 を 呈 しは じ
め た。 イオノンは、 表3-3中で 濃度490mg・L-1・OD66ピ1(100mg・L『1)で細胞 死 が 観 察 され
た が、350mg・L-1・OD633-1(100mg・L'1)に減 じた結 果、 反 応 開始24時間 後 に して、
強 い陽 性 を示 す よ うに な った。 こ の場 合 は反 応2時 間 で細 胞 死 と判 定 し た ものの、
結 局 静 菌状 態 にあ り、 増 殖 が 抑制 され て い た と考 え られ る。 さ ら にアクロレインの一S9m
ixの場合 も、 濃 度 を408mg・L"1・OD630-1(100mg・L-1)と増 加 させ た場 合 に 反応2時 間
で陽 性反 応 を呈 した。
以 上 の結 果 よ り、 常 法2時 間 の化 学物 質 と菌 懸濁 液 に反 応 時 間 に対 して、 比 較 的
長 時 間反 応 させ て や る こ とに よ り、 よ り強 く陽 性反 応 を示 す 物 質 が あ り、 遺 伝 毒
性 の 判定 を明 確 に す る こ とが で き た。
こ こで最 小 投与 濃 度 は、 試 験 菌 株 がpreincubationを終 え た後 に化 学 物 質 を与 え
た と きの濃 度 で あ り、 実 際 に細 胞 内 に化 学 物 質 が入 り、DNAに 損傷 を与 え る よ
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う な 濃 度 で は な ・・ し 翫x皿01eculesgce'「1+S9。 、x
か し な が ら、 化 学 物 質
が 分 子 の 単 位 でDNA, フルフ
フール
に 何 ら か の 損 傷 を 与 え
ることを養えると・ 現 ク・リ繕
実 の 投 与 濃度 とは・Dホ 肱アルデヒド カ藤 ン
NA塩 基 対 当 りの化 学 イォノン
物質 の分 子数 で表 す こ1019ホ 肱ア1げヒド
とが適 当で あ ろう。 そ
m一ジクロロペンゼンrジ クロロペンゼン
こでDNA塩 基 対 の数1 ,2,4一トリ如ロペンゼン
は、 どの 細 胞 と も同数
を有 して いる と考 え、 アロモホロム
1細胞 当 りの 化 学物 質 ジクロロ酢酸
の投 与 分 子 数 を計 算 し トリクロロ酢酸
た。 これ を各 化 学 物質
の遺 伝毒 性 陽 性 を 示 し クロラール
た最 小 の値 を図3-2に
示 した。 この 図 で 示 さ10g
れて い る値 を本 研 究 中
では 「遺 伝 毒 性 指数 」
と定 義 した。 この 遺伝
奪難 鱗 瓢 図・媚 伝甜 旨数
か うに したが い、 遺伝 毒 性 の 強 い化 学 物質 で あ る こ とが 示 さ れ て いる。
Matsuieta1.23)は、Rec-assayにお いて 得 られ たRec-gram値を有 機 塩 素化 合 物、
カルホ"ニル化 合 物 につ いて 示 して いる。 これ はRec〒とRec一の 増殖 曲線 の差 を フ.ロピット変
換 した値 をRec一のC50値で 除 した もの で あ る。 「遺 伝 毒性 指 数 」 が陽 性 を 検 出 した
最小 投 与 量(反 応2時 間)で あ り、 各 物質 で比 較 す る もの で指 標 と して の概 念 は
異 な る。Rec-assay中の1,2,4一トリクロロペ ンゼン、 プ ロモホルム、 ホルムアルデ ヒド、 グ リオキサ'一ルは
比較 的強 いDNA損 傷 性 物 質 と位 置 づ け られて いる物 質 が、 図3-2中に陽 性 を示 す
もの と して表 され て い る。 図 で は陽性 物質 に遺 伝毒 性 指 数 は109～101巳m。lecule
s・celr1の範 囲 に分 布 し、 これ ら化 学 酸 化 副生 成 物 の遺 伝 毒 性 を示 す 濃 度範 囲 が
整理 で き た。-Sgmix系、+Sgmix系と もに塩 素 処 理生 成 物 で あ る化 学 物質 が、 オ ゾ
ン処 理 生 成物 に比 し、 比 較 的強 い遺伝 毒 性 物 質 で あ る こ とが わか る。
2-5ま とめ
水 の塩 素処 理、 あ る い はオ ゾ ン処理 に よ り生 成 す る と され て い る化学 物 質 に関
して、 型 テ ス トを実施 し、 そ の遺 伝 毒 性 に つ いて 検討 した。 得 られ た成 果 を 以下
に要 約 す る。
① 塩 素処 理 生 成 物 とされ る化 学 物 質19種中、 菌 体 と化学 物 質 との反 応 時 間2時 間 で
陽 性 を示 した物 質 は一Sgmixでは、m一ジ クロロペ ンゼ ン、1、2、4一トリクロロペ ンゼ ン、フ'旺ホルムであ
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り、+Sgmixでは、m一ゾ 如0ペソゼ ン、シ"ク叩 酢酸 、トリクロロ酢 酸 、クロラー ルで あ っ た。 ま たSgm
ixの投 与 に よ り判 定値(A-B)/Bを増 した 物質 は、 ク叩ベ ンゼ ン、p一ゾ 如 ロペ ンゼ ン、 ゾ ク
ロロメ夘、1,2一ゾクロロエ夘、 如 口酢 酸、 ゾクロロ酢酸、 トリ如 口酢 酸、 如 ラー ルで あ った。 さ ら に
Sgmixの投与 で反 応2時 間 内 で増 殖 が み られ ず、 細 胞 死 と判 定 さ れ た もの は、1,2
,4外リクロロペ ンゼ ン、 プ ロモホルムで あ っ た。
② オ ゾ ン処 理 生成 物 とされ る 化学 物 質18種中、 反 応 時 間2時 間 で 陽性 反 応 を呈 し
た もの は 一Sgmixでは 、ホルムアルデ ヒド、イオノンで あ り、+Sgmixでは、ホルムアルデ ヒド、フルフラー ル、カ
ルホ"ン、グ リオキサ㌧1レ、ア如 レインで あ っ た。Sgmixを投与 して反 応2時 間 内 に増 殖 が み られ
なか った物 質 は、 イオル で あ った。
③試 験 菌 株 と化学 物質 との反 応時 間 を2～24時間 と比 較 的長 くと る こ とで、 陽 性 に
転 じた、 あ る いは 陽性 反 応 で もそ の遺 伝毒 性強 度 を さ ら に増 した物 質 を検 索 した。





④ これ ら被 検 化学 物 質 の遺伝 毒 性 の大 きさ を、 投与 分 子 数/単位 細胞(遺 伝 毒 性指
数)で 整 理 す る こと で、 細胞 に与 え た負 荷 に対 す る 遺伝 毒性 の定 量 的表 現 が で き
た。 これ はAmesテス トで示 さ れ る投与 量/plateに比 せ ば、 よ り定 量 的 な表 現 で示
す こ とが で き た。 ま た、 化学 酸 化 に よる副 生 成 物 の い くつ か に関 して は、 標 準 の
2時 間 内 で は増殖 阻害 が 起 こ り、 この た め にSOS反応 が 遅 延 す る た め、 反 応 を 長 時
間 と した方 が よい と考 え た。 これ に よ ってAmesテス トとほ ぼ 同様 の結果 が得 られ
る こ とが わ か った。 こ の よ うに長 時 間 の反 応 時 間 を と って もAmesテス トの2晩 培
養 やRec-assayにお け る対 数 増 殖期 の追 跡 に比 せ ば、 簡 便 な 方法 で あ る と考 え られ
る。
第3節 染 色 体異 常 誘 発 性
3-1概 説
前 節で は細 菌細 胞 に よ り、 化 学 酸 化処 理 副 生 成 物 の遺 伝毒 性 を検 討 し た。 ここ
で は、 二 次 スクリーニング と して、 哺乳 動 物 細胞 に よ る染 色体 異常 誘 発 性 を塑 テ ス トで
の 陽 性化 学 物 質 に 関 して適用 して み た。
染色 体 異 常 は、 その 存 在 が遺 伝 障 害 の大 き な原 因 とな りうる もので あ り、 遺 伝
的 な突 然 変 異、 す なわ ち変異 原 性 の誘 発 を示 唆 す る もの で あ る。 しか し なが ら染
色 体異 常 はそ の大 部 分 が 優性 の有 害 効 果 を示 し、 染 色 体 の一 部 が 欠 失 す る と、 細
胞 は通 常 長 くは生 存 で き ない。 そ の ため全 て の染 色 体異 常 が次 世 代 に引 き継 が れ
て遺 伝 的 障 害 とな って 現 れ る と は限 らな い。 したが って 判定 結 果 か ら直 接遺 伝 的
障害 度 を断 定 す る こ と は困難 で、 細 菌 細胞 な ど の他 のスクリーニング と比 較 検 討 す る必
要 が あ るが、 薬事 法(1984)にお い て は、Ames法に よ る細 菌細 胞 試 験、 染 色 体異 常
試験、 小 核 試 験 を施 す こ とが変 異 原 試 験 のガ イドラインと して制 定 さ れ、 染 色 体 異常
試験 は二 次 スクリーニング と して位 置 づ け られ て い る。
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本 節 で 適 用 して い る 染 色 体 異 常 試 験(chr。mosomalaberrati。ntest)は、 チャイニー
ス'ハムスター 細 胞 を 用 い た フラスコ内(invitro)試験 で あ る。
被 検 化 学 物 質 は 前 節 で 陽 性 と判 定 さ れ た 化 学 物 質 で 以 下 に 示 す 物 質 で あ る。
塩 素 処 理 に お け る 副 生 成 物
(Dクロロホルム(2)フ"ロモホルム(3)1,2,4一トリクロロペ ンセ"ン(4)m一シ'クロロへ'ンセ'ン
(5)ジ如 口酢 酸(6)ト リ如 ロ酢 酸(7)如 ラー ル
オ ゾ ン 処 理 に 関 す る 副 生 成 物
(1)ホルムアルテ"ヒド(2)フ ルフラー ル(3)ア クロレイン(4)グ リオキサ"一ル
(5)カルホ"ン(6)イオノン
細胞を培養液10凪に1～3x104cells播種
3-2染 色 体 異 常 試 験 法,、 ,プ,。,除去剤漉 、。。、㎎.。1添カロ
染 色 体 異 常 試 験 法 は、 基 本 的 ↓37℃CO25駕
方 法 は、 石 館 に よ るinvitro試 ↓3日 間培養
験 法27・28・で あ り、 これ に若 干 検体を適轡 投翁時職
の 操 作 上 の 検 討 を 加 え た変 法 に 蹴 チン0.3～0.4㎎・L-1投入
よ っ た も の で あ る。 図3-3に本 節 ↓2時 間培養
で用 いた染色体異常試験法の操 旧」轍 を取り崇し'トリ瀦 齢
作 手 順 を 示 す 。 旧培養液を入れ細胞を剥離し遠心管に集める
試 験 に 用 い た 細 胞 は、 新 生 チャ ↓生細胞数測定
イニー ズ ハムスター 雌 肺 の 繊 維 芽 細 胞(C↓
HL/IU)で、 初 代 培 養 株 は大 日 本 →o.075MKC13凪入批.ぺ励 ク'撹押
製薬 より購入 脆 襯 吉保存 し 皿 、。。p。、分磁 上澄綴 轡 放置
て あ るCHL/IU細 胞 を 、25cm2の ホ ↓
.リスチレン製 プラス]中 のE
agleの 最 小 培 → カルノァ固定液(メタノール:酢酸・3:1)3畝れヒ.へo労イガ 撹押
↓ 室温、15分間放置地(E
agle'sMEM,Flow社)10mLX31000
ηm5分 間遠沈 上澄 み捨て る
に 播 種 し た(3x104細 胞)。 培 ↓
地 中 に は 、10%の 仔 牛 血 清(熱 非 加ノア液 を入れ1x10cells・皿 一1とす る
動 化 処 理 後Fl・w社)、1%のL一 ク 、,、,,,スに細愈 燃 、瀟 下
協 タミン、 さ ら に マイ]フ.ラズ マ汚 染 除 ↓37℃ 、_昼夜以上乾燥
去 の た め にMC-210(大日 本 製 薬5騨 ムザ染色液に浸す
…g・L-1)を0.1・Lす な わ ち 水洗後 ↓自然嵌5分 蹴
最 終 濃 度0.5mg・Ldと な る よ う ↓
添 加 して い る。 細 胞 は、5%COダ 桁 ックスで封入
・ガ ス 下 で37℃ ・ 飽 和 水 蒸 気 下 、パヴ,スをかけ、表。おもしをおく
で培 養 した。 ↓ 一昼夜放置
約72時間後、 細 胞 が 対数 増 殖400倍 光学顕微鏡観察
期 と な ・ た と こ ろ(約 ・・1・4cell、 。。個。染色体をビデ鹸 通、て,、ピ繭 。膨
s・mレ1培地)で、 被験 化 学 物 質 の ↓
濃 度 列 を 作成 し、 培 地 中 に投 与 判定
した。 これ を さ ら に24時間培 養 図3-3染 色体異常試験法
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した。 培 養 終 了の2時 間前 に、 染 色 体 標 本 を作 成 す る た め に、 培 地 中へ]ルヒチンを0
.3～0.4mg・レ1と なる よう添 加 した。 その 後細 胞 は、 トリフ●シン処 理 に よ りプラス]から
剥 離 し、75mM塩化 加 ウム溶液 中 に浮 遊 させ、15分 間、37℃ にて2回 低張 処 理 した。
さ ら に遠心 分 離 で収 集 さ れ た細胞 にカルノア固 定 液(3:1のメタノール:酢 酸 液)を 入 れ、
15分間 ず つ3回 固 定 した。 この細 胞 液 を、 湿 らせ た スライドグ ラス上 に1滴 落 し、 風乾
した後、37℃ で一 晩乾 燥 し、 染色 体 の伸 張 を図 った。 スライド グラスを5%ギムザ 染 色 液
(pH6.8)に15分間浸 し、 染 色体 を染 色 した。 これ を光 学 顕微 鏡 下 にて 観 察 し、 ピテ
'オカメラ(CCD
vide。cameraC3077,HAMAMATSU)にて モニター に 染色 体 像 を表 し、 その 異常
誘 発 を観 察 し、 必 要 に 応 じて これ を ビデ オテー プ(VC-DS1100,S-VHS,NEC)に記 録 し
た。 染 色体 像 は、1検 体 に関 して100個 観 察 した。 染 色 体 異 常 の判 定 は、 以 下 に
示 す石 館 の もの に依 った。
染 色体 異 常誘 発 率>10%+陽 性
10%〉 染 色 体異 常誘 発率>5%+一 疑 陽 性
5%〉 染 色 体異 常誘 発率 一 陰 性
実 験毎 に無 処 理細 胞(培 養細 胞 に 何 も投 与 しな い 系)、 及 び 溶 媒 の み を処 理 した
細 胞(培 養 細 胞 に溶 媒 の み
を投与 した系)を 陰 性 対 照240図1
と した。CHL/IU細胞 は、 染 珈
色 体構 成 のパ ックグ ラウンドの 異 蜘
常 が少 な い とさ れ てお り29180
＼ 染 色体 異 常 を持 つ細 胞 の §160
出現率が5%を越える場合に 雄1ω
は・ 署 を新 たに繰 り返さ 習12・





3-3化 学 物質 の細胞生
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存 率 へ の 影 響
染 色 体 異 常 試 験 に お け る000.030.10.3131030100
濃 度 列 の 選 定 に お い て、 石 濃度(㎎.r1)
館 は、 細 胞 の 増 殖 抑 制 が 約
・・%となる灘 を基準 とし・ £;鷺 、
原則 的 にそ の 前後3濃 度 をOm.シ ・クロペンゼン
選 択 す る こ と と して い る2701、2、4一 トリクロロバンゼン
)。 しか しなが ら被験 物 質 投 ● ジクロロ酢酸
与 後 の細 胞生 存率 が、 化 学 ㊥ トリクロロ酢酸
的ストレスに よ り増殖 阻 害 を引Oク ロラール
き起 こ し、50%以下 と な っ た
場合 に は経験 的 に十 分 な量 図3『4塩 素処理副生成物 による細胞生存率
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の染 色体 標 本 を得 る こ とが で きな か っ た。 そ こ で本 実験 にお いて は、 細 胞 生存 率
が50%異常 と な る よ う な投 与 化 学 物 質 の濃 度 列 で試 験 を実施 した。
細 胞 生 存 率 は次 式 に よ って算 出 して いる。
細 胞 生 存率(%)=を 几 こ.、にお{x100
溶 媒 のみ を投 与 した系 にお け る生 細 胞 数
こ こで生 細 胞 数 は、 被 験物 質 投 与 後24時 間 の トリハ.ンプ ルー 染色 に よ って計数 した生
細 胞 数 で あ る。
図3-4と、 図3-5には 塩素
処 理 に お け る副 生 成物 と、
オ ゾ ン処 理 に よる 副生 成 物200
を投 与 した場 合 の、 投 与 濃180
度 に対 す る細 胞生 存率 を各160
々示 した。140
　
図3-4で は ジ クロロ酢 酸、 ト δ120
リク・・酢酸において投与灘 建1。
が増大するにつれ て生存率 墓 ・・
が減 少 して い る。 これ に対 署60
　
して クロ日ホルム、m一 ジ クロロペ ンセ 垂40
"ン
、1,2,4一 トリクロロへ晒ンセ.ン、o
クロラー ルで は 濃 度 の 増 加 に と 　
も な い、 生 存 率 は 増 加 傾 向QO・030・1。 ・3131030100
に あ る が、 さ ら に 濃 度 を 高 濃度(㎎'L-1)




存 せ ず 生 存 率 は60～90%① ク.リォキザ ルー
の範 囲 に存 在 した。
図3.5では グ リオキサ㌦ ル以 外 ● カルめ
の化 学 物 質 で は、 投 与 濃 度 ㊤ イオル
象講 謙;5こ 漿 騨 オゾ・処理副生成物による細胞生存率
対 し、 グ リオキサ㌧ルに対 す る生存 率 は わず か に増 加 を示 した。
細 胞へ の被 検 化 学物 質 の投 与濃 度 の 増 加 に と もな い、 細 胞 の生 存 率 が増 加 す る
場 合 は、 被 検 化学 物質 が細胞 の増 殖 阻 害 を誘 発 しな い物 質 で あ る と いえ よ う。 染
色体 異 常 が誘 発 さ れ て も、 細 胞 が 死 に至 れ ば、 突然 変 異 の 障害 は起 こ り得 な い。
逆 に染 色 体異 常誘 発 性 を有 しなが ら、 増 殖 も促 進 さ れ る場合 は、 よ り突 然 変 異誘
発 へ の危 険性 が 高 い と いえ よ う。 この観 点 か らク朋 ホルム、m一ジク叩ペ ンガン、1,2,4一ト
リク叩 ペンゼン、 クロラ→レ、 グ リオキサ㌔ルは いわ ゆ る増殖 阻害 を呈 す る細 胞 毒性 はみ られ な
か った ものの、 染 色 体 異常 誘 発性 につ いて は着 目す る必要 が あ る。
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3-4染 色体異常誘発性 の濃度効果
図3-6、3-7に塩素処理副生成物、 オゾン処理副生 成物各 々の染色体異常試験 に
よる濃度効果 を示 した。 横軸 には投与濃度 を、 縦軸 には異常誘発性 を表 し、 図中
に疑陽性5%、陽性10%のラインを引 いている。
弓04040

















図3-6塩 素 処 理 副 生 成 物 に よ る 染 色 体 異 常 発 現 率
3030

















濃 度(㎎ ・L曹り 濃 度(㎎ 型)
図3-7オ ゾ ン処 理 副 生 成 物 に よ る 染 色 体 異 常 発 現 率
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図 よ りプ ロモホルムを 除 く被 検 物 質 で 染 色 体 異 常 誘 発 率 が、 投 与 濃 度 に 対 して 濃 度 依
存 性 を 有 して い る。 し か しな が らm一ジ 如 ロペ ンゼ ンや トリ如 ロ酢 酸、 あ る い は ホルムアルテ'ヒ
ド、 ア如 レインは 濃 度 を 上 げ て い く と 増 殖 阻 害 の 効 果 が 顕 著 に な る よ う で あ る。
こ れ ら のdose-response曲線 か ら読 み 取 れ る 各 物 質 の 陽 性 検 知 濃 度 を 表3-5に示
した。 表 中 に はRTECS2a)及び 石 館27)の 結 果 を 併 せ て 示 して い る。 塩 素 処 理 副 生 成
物 の う ち、 本 実 験 で は ア ロモホルムを 除 く全 て の 被 検 物 質 で 陽 性 を 示 した。 一 方、 オ ゾ
ン 処 理 副 生 成 物 で は、 フルフラー ルが 疑 陽 性 を 示 し、 アクロレインが1mg・L-1以上 の 濃 度 で 細 胞
死 を 示 し た 他 は、 陽 性 と判 定 さ れ て い る。
表3-5染 色 体異 常 試 験結 果















先 に 示 し た 生 存 率 と、 こ の 染 色 体 異 常 誘 発 率 の 関 係 を み れ ば 染 色 体 異 常 誘 発
性 が 陽 性 に も 関 わ らず、 細 胞 生 存 率 の 増 加 が 認 め ら れ る 化 学 物 質 は、 如 ロホルム、m一
ジ クロロペ ンゼ ン、 さ ら に グ リオキザ ールで あ り、 こ れ ら の 物 質 は 染 色 体 異 常 の 結 果 と し て
起 こ る で あ ろ う細 胞 突 然 変 異 に 関 与 して い く可 能 性 が 高 い と 推 察 さ れ る。
3-5構 造 異 常 に 関 す る 考 察
染 色 体 の 構 造 異 常 と して、
ギ ヤツフ.型(gap)
(染色 分 体 ギ ャップ.chr。matidgap,ctg、染 色 体 ギ ャップ.chromos。megap,csg)
切 断 型(break)
(染色 分 体 切 断chr。matidbreak,ctb、染 色 体 切 断chromosomebreak,csb)
交 換 型(exchange)
(染色 分 体 交 換chromatidexchange,cte、染 色 体 交 換chromosomeexchange,
cse)、
そ の 他(細 片 な ど)に 着 目 す る こ と と した。 数 的 異 常 に つ い て は 倍 数 体 の み に着
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目す る こ とと した。
す懸 謙轍 繋 こ犠 慶'藁'詮 甥
した もの で染 色 分 体交 換cteが観 察'
1萎謡 灘 蹴 》格
雲瀦 鷲 鑛灘 警 、 納 、"
難 簿 霧欝ll博 ♪こ、泓
す る損傷 ば 放射 線 のDNA損 傷 の 戴,i套
器 響 藩 諜 欝 籍 即 染色分体交換型異常の例
と に よ っ て は じ め て 染 色 体 異 常 と し
て 発 現 す る こ と に よ る と 考 え ら れ て い る28}。
構 造 異 常 の 種 類 で は 、 ギ ャップ 型 よ り も 切 断 型 の 方 が 損 傷 の 度 合 が 大 き く、 ま た
既 知 発 癌 物 質 で は ギ ャップ や 切 断 型 の 誘 発 に 加 え て 、 交 換 型 の 異 常 を 多 く 誘 発 す る
傾 向 に あ る と い う27)。
表3-6構 造 異 常
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この表 か ら、 染 色分 体 切 断 型 の異 常 は、 如ロホルム、 ジ クロロ酢 酸、 如 ラール、 ホルムアルデ ヒ
ド、 イオノンに多 くみ られ た。 さ らに上 記 の よ うに大 き な損 傷 と考 え られ る 交換 型 の
異 常 は、 他 の 細 胞 に比 べ てクロロホルム、 ホルムァルデ ヒド を投 与 した細 胞 に比 較 的 多 く発 現
して いる。
3-6化 学 物 質 の染 色 体異 常 誘 発 性
染 色体 異 常 試験 に お いて もdose
-resp。nseにつ い てはdoseは濃 度表
示 とす る のが 一般 的 で あ る爪 化 力輝 ン1
0
学 物 質 の 試 験 生 細 胞 に 対 す る 負 荷
量 を 考 え る な ら ば、 前 節 の バ クテリア2二 」リオキザ ルー1、2、4.ト リクロロペンゼン
アッセイで の 遺 伝 毒 性 指 数 と 同 様 に 陽
性 を 検 出 で き た最 小 濃 度 を、CHL/1一 クロラール
り　
IU細胞1cell当りの化学物質の投与 塑塑Z旦 二_/ク ロロホルム
分子数 と して表現 した。 この結果 楠
を図3-9に示 す。 本 図 中、 下 方 に示 皿一ジクロロペンゼン
され た物 質 ほ ど染 色 体 異 常言秀発 作 。1ト リクロロ酢酸
用 が 強 い こ と を表 して い る。 イオル
この結 果 よ り、 被 検 化 学物 質 の_
陽 性検 出 の値 は1011～1014molec
ules・celr1の範 囲 にあ る こ とが
1011
わ か る。 これ は前 節 の 細 菌細 胞 で
の遺 伝 毒 性指 数が109～1010mole
cules・cell'1程度 で あ った こ とに
比較 す る と オー ダ がー大 き い帆 細 菌01
細胞 と哺 乳 動 物細 胞 の 有 す るDN染 色体異常を示した細胞当りの化学物質の投与分子数(分子℃elr1)
Aの 塩 基 対数 に103の差 が あ る こと _
からほぼ妥当な値と考えられる・ 図翫膣 塁騰 鶴 響 当りの
塩 素 処 理 副生 成 物 中 で最 も染色
体異 常 誘 発作 用が 強 い の は トリクロロ酢 酸 で あ り、 オ ゾ ン処 理 副生 成 物 と して はイオルが
最大 の染 色体 異 常 誘発 性 を示 す こ とが わ か っ た。 ま た塩 素処 理、 オ ゾ ン処 理 の 各
々 の代 表 的 な副 生 成物 と して 知 られ る如 ロホルムとホルムアルデ ヒド で は、 如 日ホ肱 の方 が 若
干誘 発 性 が 強 い こ とが 示 され た。
3-7ま と め
細 菌細 胞 で の遺 伝毒 性 試験 皿 里テ ス トにお いて陽 性 を示 した塩 素 処 理 及 び オゾ ン処
理 副 生成 物 を、CHL/工U細胞 で 染色 体 異 常誘 発 性 を検 討 し、 両 化 学 酸 化処 理 に よ る
副 生 成物 の遺 伝 毒 性 を 同定 さ れ た生 成 化学 物 質 を直 接アッセイに投 与 す る こ とに よ り
評 価 した。
① 塩 素処 理 副 生 成 物 中、 陽性 を示 したの は、 如 ロホルム、1,2,4一トリ如 ロペ ンセ"ン、m一ゾ ク
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ロロペ ンゼン、 ゾ 如 ロ酢酸 トリクロo酢酸 及 び 如ラ鴫 で あ った。
②オゾ ン処 理 副 生成 物 中、 陽性 を示 した の は、 ホルムアルデ ヒド、 フルフラール、 グ リオキザ →レ、 カ
ルボン、 及 びイオノンで あ った。
③ 染 色体 異 常 誘 発 率 が 陽性 で あ り、 か つ細 胞 の 増殖 が認 め られ る、 いわ ゆる突 然
変 異 とい う見 地 か らみ る と危 険性 が 高 い と考 え られ る化 学 物 質 は、 クロロホルム、m一ゾ
クロロペ ンセ ン及 びグ リオキサ㌧ルで あ った。
④ 染 色 分 体切 断型 の異 常 は、 如ロホルム、 ジクロロ酢 酸、 如ラ→レ、 ホルムアルデヒド及 びイオノンに
多 くみ られ た。 また 大 きな損 傷 と して考 え られ る交 換型 の異 常 は、 如ロホ肱、 ホ肱 ア
ルデ ヒドに 比較 的多 く観 察 で きた。
⑤ 細 胞 当 りの投 与 化 学 物質 分 子数(遺 伝 毒 性 指数)に よる誘 発性 の表 現 によ り、
トリクロ日酢 酸 と、 イオノンが 強 い誘 発 性 を示す こ とが表 さ れ た。 ま たホルムアルテ'ヒド よ り もク
ロ0ホ肱が 若 干 強 い誘 発 性 を示 してい た。 これ らは1011～1014molecules・celr1で
誘発 して お り、 細 菌 細 胞 に対 して102～104倍の 負荷 であ った。 この よ う に従 来 の
dose-responseにお け る濃 度表 示 に変 わ り、 負荷 表 示 とす る こ とで、 化学 物 質 相互
の遺 伝 毒 性 の 比較 を定 量 的 に行 え る こ とが 示 唆 され た。
第4節 結 語
本 章 で は、 浄水、 下 水 の消 毒 に使 用 さ れ る塩素 処 理、 ある い はオ ゾ ン処理 に よ
り生 成 す る化学 物 質 に関 して、 そ の安 全性 の検 討 の ため、 遺 伝 毒 性 につ いて検討
した。 しか しなが ら両 酸化 法 に よ る副生 成 物 は① 濃 縮法 が異 な る こ と、 ②遺 伝毒
性が 検 出 で きた と して も、 どの分 画 に活 性 が あ るか を同定 す る必 要 のあ る こと、
③ そ こで 先 に 同定 され た副 生 成物 に関 して、 代表 的 な ものを 各 々遺伝 毒 性 を評 価
して い くほ うが簡 便、 かつ 迅 速 な結 果が 得 られ る との立 場 か ら遺 伝毒 性 試験 を実
施 した。
まず 一 次スクリーニング と して、 パクテリアッセイで あ る型 テ ス トを各 々 の化学 物 質 に適 用
した。
① 塩 素 処 理生 成 物 と され る化 学物 質19種中、 菌体 と化学 物質 と の反応 時 間2時 間 で
陽性 を示 した物 質 は以 下 の通 りで ある。
-Sgmixm一シ'クロロへ"ンセ"ン、1,2,4一トリクロロへ"ンセ'ン、ブロモホルム
+Sgmixm一ゾ クロロペ ンゼ ン、ジ クロロ酢 酸 、トリ如 ロ酢 酸 、クロラール
ま たラット肝 酵 素(Sgmix)の投与 に よ り劇 テ ス トにお け る判 定 強 度値(A-B)/Bを増 し
た物 質 を以 下 に示 す。
クロロへ'ンセ"ン、p一シφクロロへ"ンセ"ン、 シ"ク日ロメタン、
1,2一ジ ク叩 エ似 ク叩 酢 酸 ゾクロロ酢 酸、 トリクロロ酢 酸 クロラール
Sgmixの投与 で反 応2時 間 内で ±曽殖 が み られ ず、 細 胞 死 と判 定 さ れ た もの は、1,2
,4一トリ如 ロペ ンゼン、 プ ロモホルムであ った。
② オ ゾ ン処 理 生成 物 とされ る化 学 物質18種中、 反 応 時間2時 間 で陽性 反 応 を呈 し




Sgmixを投 与 し て 反 応2時 間 内 に 増 殖 が み ら れ な か っ た 物 質 は、 イオノンで あ っ た。
③ 遺 伝 毒 性 の 強 さ を表 す 指 標 と し て、 各 化 学 物 質 の 陽 性 を示 し た 最 小 の、1細 胞
当 りの 化 学 物 質 の 投 与 分 子 数 を 計 算 し、 こ れ を 遺 伝 毒 性 指 数 と定 義 した。 こ の 遺
伝 毒 性 指 数 が 小 さ い ほ ど 遺 伝 毒 性 の 強 い 化 学 物 質 で あ る こ と が 示 さ れ る。 被 検 化
学 物 質 は109～101㊤molecules・celr1で陽 性 を 示 し た。 検 討 し た 化 学 物 質 中 で は、
-Sgmix系で は フ"ロモホルム拭+Sgmix系 で は ヅ クロロ酢 酸、 トリ如 ロ酢 酸 クロラー ルが 比 較 的 強
い 遺 伝 毒 性 物 質 で あ る こ と が わ か っ た。
④ 試 験 菌 株 と 化 学 物 質 との 反 応 時 間 を2～24時 間 と 比 較 的 長 く と る こ と で、 陽 性 に
転 じ た、 あ る い は 陽 性 反 応 で もそ の 遺 伝 毒 性 強 度 を さ ら に 増 し た 物 質 を 検 索 し た。
以 下 に 示 す。




次 に 細 菌 細 胞 で の 遺 伝 毒 性 試 験 に お い て 陽 性 を 示 し た 化 学 物 質 を、 二 次 スクリー ニン
グ と して 哺 乳 動 物 細 胞 を用 い たCHL/IU細胞 で 染 色 体 異 常 誘 発 性 を 検 討 し た。 結 論
を以 下 に 示 す。
⑤ 塩 素 処 理 生 成 物 中、 陽 性 を 示 した の は、 如 ロホルム、1,2,4一トリ如 ロペ ンゼ ン、m一ジ 如 ロ
ペ ソゼ ン、 シ"如ロ酢 酸 トリクロロ酢 酸 及 び 如 ラー ルで あ っ た。 ま た オゾ ン処 理 生 成 物 で は、 ホ
ルムアルデ ヒド、 フルフラー ル、 グ リオキサ㌧ル、 カルボ ン、 及 び イオノンが 陽 性 と 判 定 で き た。 こ の 中 で
染 色 体 異 常 誘 発 率 が 陽 性 で あ り、 か つ 細 胞 の 増 殖 が 認 め ら れ る 化 学 物 質 は、 クロロホ
ルム、m一ゾ クロロペ ンゼ ン及 び グ リオキサ㌧ ルで あ っ た。
⑥ 染 色 分 体 切 断 型 の 異 常 は、 ク叩 ホルム、 ゾ クロロ酢 酸、 クロラー ル、 ホルムアルデ ヒド 及 び イオノンに
多 くみ ら れ た。 ま た 大 き な 損 傷 と し て 考 え ら れ る 交 換 型 の 異 常 は、 クロロホルム、 ホ肱 ア
ルデ ヒド に 比 較 的 多 く観 察 で き た。
⑦ 細 胞 当 りの 投 与 化 学 物 質 分 子 数(遺 伝 毒 性 指 数)に よ る誘 発 性 の 表 現 に よ り、
トリクロロ酢 酸 と、 イオノンが 強 い 誘 発 性 を 示 す こ と が 表 さ れ た。 ま た ホルムアルデ ヒド よ り もク
叩 ホ肱 が 若 干 強 い 誘 発 性 を 示 し て い た。 各 々 の 指 数 は1011～1014molecules・cell
-1で細 菌 細 胞 で の 値 に 比 し、102～104倍 で あ っ た。
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一 般 に 化学 物 質 の生 細 胞 に与 え る毒性 と い う場合 に は、 細 胞毒 性(cytotoxicit
y)と、 変 異原 性、 発 癌 性、 催 奇 性 な どを示 す 遺伝 毒 性(genotoxicity)とは区別 し
て用 いる必 要 が あ る。
細 胞毒 性 は、 い わ ゆ る化学 物 質 の細 胞 に及 ぼ すス トレス と して考 え る ことが で
きるD。 化 学 的 ス トレス には、 細 胞 の諸 成 分、 た とえ ば タ ンパ ク質 や核 酸 と無差
別 に反応 して 傷害 を与 え る もの、 また核 酸 及 び関 連 構造 体 と結 合 す る もの、 脂溶
性 あ る い は界 面活 性 を もった化 学 物質 に よ る細 胞 膜 に作 用 して膜 の透過 性 に障害
を起 こす もの、 さ らに酸 化剤 に よ るラ ジカ ル反 応 に よ り細胞 膜 に損傷 を起 こ し細
胞 内 容物 の漏 出 を もた らす もの な どが 知 られ て いる。
化学 物 質 に よるDNAの 損 傷 に は様 々な 作用 機序、 経 路が あ り、 多 くの研究 者
に よ り、 その メ 力 ニズ ム の解 明 が 進 みつ つ あ る。 化 学 物質 は細 胞 中 に摂取 され
ての ち、 多 くの場 合、 細胞 内 酵 素 に よ り代謝 活 性化 され るが、 よ く知 られ た酵素
と して、 チト如 一ムP450がある。 この酵 素 は薬 物 の 解毒 や活性 化 を触 媒 す る肝酵 素 と
して知 られ て いる。 通 常Ames法や型 テ ス トの+Sgmix系で は ラ ッ ト肝 中 の升如 一ムP
450を用 い る よ うに な って いるが、 近年 は ヒ ト肝 中 のP450酵素群 の作用 活 性 につ い
てMelQ、Trp-p-2、Glu-p-1などに つい て研 究 が進 ん で い る2)。またGuengerichは、
ヒ ト肝P4502E1によ り活性 化 さ れ る癌原 性 物 質 と して、 アクリロニトリ1レ、 ベ ンゼン、 四塩
化炭 素、 如 日ホルム、 ウレ夘、 スチレン、 トリ如 ロエチレン、 塩 化 ビ ニー ルな どの化学 物 質 を あ げて い
る。 これ らは いず れ も従来 ラ ッ ト肝P450系で は 明確 な変 異原 性、 発 癌性 が示 され
なか った 物質 で あ る。 た とえ ばベ ンゼ ンは、P450酵素 に よ りフェノー ルとな り、 さ らにハ
イドロキ〃 と な り、 最 終 的 にキ〃 と な る。 ま た四塩 化 炭素CCI4は、P450によ りCCI3・と
な り、 つ いでCC1302・→Cl2C・0とな る と報告 されて いる3)。
この よ うなDNA損 傷 と して、 塩基 の 修 飾、 脱 塩基 反 応、DNA鎖 切 断(1本
鎖、2本 鎖)、 クロスリンク、 インター カー レー ションな どが 知 られ て い るが、 と くにDNA塩 基 の
修 飾(DNA-adducts)は突然 変 異 誘発 の起 因 と して注 目さ れて い る。 芳 香 族 アミ ンで
1細 胞 当 り2000付加体、 す な わ ち107塩基対 に1付 加体、 紫 外線 で は104塩基対 に
1付加 体 とされ る4〕。 ア ゾ色 素 で あ る3-metyoxy-4-aminoazobenzeneは107塩基 対
当 り3.8付加 体 検 出 され る と報告 され て い る。
一 方、 近 年DNA損 傷 に係 わ る メ 力ニ ズ ム と して、 活性 酸 素 の挙 動が 注 目され
て き て い る5)。こ の活 性酸 素(activeoxygen)は、 化学 物質 の代 謝活 性 化 の結 果、
近辺 に存 在 す る酸 素 に電子 を与 え、 スー ハ㌧ オキシド02"、ヒドロキシラジ加 ・OH、1重項酸
素102、 過 酸 化水 素H202や、 種 々の脂 質 酸 化物(LOO・、L・、LO・)を生 成 す る と さ
れ る。 これ らは紫 外 線、 放 射 線、 亜 硫 酸 ガス、 二 酸 化窒 素 や、 鉄、 如 ム、ニッケル、コパ
ルト、 銅 な どの重 金 属 の 存在 下 で、 それ らの触媒 作 用 によ り生成 す る6)とされ る。
また化 学 物質 で は、 アスベスト、 ペンゾ(a)ピレン、 ホルムアルデ ヒド、 グ リオキザ 弧 ヒドロキル、
KBrなど は、 活性 酸 素 種 の生 成 が 考 え られ る主 な変異 原 物質 で あ る7)。
以 上 の よ うにDNA損 傷 に 関 して は、 細 胞 に投 与 す る化 学物 質 が決 まれ ば、 そ
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の損 傷 の機 構 は一 義 的 に決 って くる と考 え て よ く、 見 方 を変 え れ ば化 学 物 質 の有
す る 構造 が 細 胞毒 性 や、 そ の なか のDNA損 傷 に関 係 して い る とみ な され う る。
本 章 で は以 上 の よ う なDNA損 傷 の機 構 を念頭 に、 化 学 物 質 の構 造 が 遺 伝 毒 性誘
発 に 関 わ って い る との 観 点 よ り、 一連 の異 性体 の構 造 因 子 と遺伝 毒 性 と の相 関 を
検 討 した。 さ らに化 学 物 質 の遺 伝毒 性 を測 定 す る こ とに よ り、 水 環 境 中 の化 学物
質 の リス ク評 価 を行 う ため、 標 的 モ デ ル を適用 し、 実 質 安 全 濃度 を算 出 す る こ と
を試 み た。
第2節 芳 香 族 有 機塩 素 化合 物 の 遺伝 毒 性 と構 造相 関
2-1概 説
細 胞 に 化学 物 質 が何 らか の毒 性 を及 ぼす 場 合、 細 胞 膜 上 の リン脂 質、 膜 タ ンパ
ク質、 膜 の酵 素 系、 さ らにはDNAな どへ の損 傷(塩 基 対 交 換、 プレ払 シフト、 切 断 な
ど)が 考 え られ る。 と ころで、 これ らの毒 性活 性 を評 価 す る 一手 法 と して、 化 学
物質 の 有 す る構 造 上 の特 徴、 特 に物理 化 学 的 な 因子 に よ って、 細 胞 へ の 毒性 の誘
発 を評 価 し、 それ らの相 関性 を検 討 す る こ とが試 み られ てい る。 これ らの研 究 は、
化学 物 質 の構 造 因 子 を知 るこ とで、 そ の物 質 の誘 発 す る であ ろ う毒 性 を 予測 す る
こと に適 用 しうる と考 え られ る。
た とえ ば、Shahinら8)9)10)は、 芳 香 族 化合 物、 特 に、2、4一シ"アミノアゾペ ンゼ ンの 一
連の 化 合物、m一ジ アミノペンゼ ンの 誘導 体、 単環 芳 香 族 アミンな ど と、 そ れ らが 誘発 す る
変異 原性 との 関 係 を評 価 して い る。 ここ で は芳 香 環 の置 換基 と して、 アルキル基 を考
え、 各 々 の一 連 の化 合 物 に炭 素 を幾 つ有 したアルキル基 が 結 合 して い れば、 変異 原 性
を誘 発 す るの か、 とい う観点 か ら検討 して いる。 つ ま り、 炭 素 原 子 の数 に よ って、
分 子 の 電子 分 布 が変 化 し、 そ れがDNAに 及 ぼす 損 傷 に影 響 して い る と推定 して
い る。
Claxton!Dは、16種 類 の ハロゲ ン化 ピリジンの変 異 原 性 をAmes法で測定 し、 その
構造 活性 を評 価 して い る。Ames法で、2位 に塩 素 置 換 基 を有 す るピ リジンと、-CH2
Xを置 換 基 と して 有 す るピ リジンに変 異 原 性が 示 され た。 これ はP450酵素 存 在 下 で は、
ピ リゾンのNが酸 化 され、N一酸 化 体 の電 子 吸引 性 が2位 の ハログ ンを不 安 定 な 状態 に し
て、 求 核置 換 反 応 を起 こ し易 くす る た め と推定 して いる。
細 胞毒 性 と構造 因子 を検 討 した 研究 例 に、 微 生 物 のLC50値と、 構 造 因子 の相 関
分 析 を評 価 したBirkholtzら12)、及 び茂 岡 ら13)14)の研 究 が あ る。Birkholtzらは
アル キ ル化 キ ノ リ ンの14の異 性体 の置 換基 の位 置 と蛍 光 バ ク テ リアへ の毒 性 との
相 関 を得 て い る。 茂 岡 らは、 ミゾン]の如 ロフェノール類 の服 毒 死 に 対 して、 如 ロフェノー ル類 の
持 つ 脂溶 性 と、 分 子 の 結合 性 の指 標 を相 関 させ て 評 価 して い る。
本 節 で は、 塑 テ ス トで 検 出 され る遺 伝 毒 性 が、 構 造 上 の 因子 に よ り、 ある 程度
評 価 で き るか どうか を検討 す るた め に、 一 連 の 単 環 の芳 香 族 有 機 塩素 化 合 物 の 構
造 因 子 と、 そ の遺 伝 毒 性強 度 との相 関 を検 討 した。
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2-2実 験 方 法
型 テ ス トは前 章 で述 べ た方 法 を用 い た。 代 謝活 性Sgmix+一両 系 で実 験 して いる。
反応 時 間 は、 第2章 で 示 した よ う にm一ゾ如 ロペ ンセ'ンの様 な比 較 的反 応 の遅 い化学 物
質 も含 まれ て い る ため、 本実 験 にお い て は2時 間 と4時 間 の反 応 時間 を 設定 し、
明確 に陽 性 を検知 した4時 間 のデ ー タ を採 用 した。
各 化 学 物 質 に対 す る遺 伝毒 性 の デ ー タ は、 陽性 を示 した もの に関 して は5回 の
同 じルー チンの遺 伝毒 性試 験 を実 施 し、 そ の うち遺 伝毒 性 強度((A-B)/B)の最 大 値 と
最 小値 を除 き、 中 間 の3デ ー タ を平 均 して算 出 す る こ とと した。
被 験化 学 物 質 は、 図4-1に示 した よ うな7種 類 の 芳香 族有 機 塩 素化 合 物 で、 如 ロ
ペ ンゼソ、 如日フェノール、 ク叩 二トロペ ンセ'ン、 ク叩 アニリン、 ク叩 トルD、 如 日安 息 香酸、 如 ロアルデ ヒト
'の異 性 体 で あ り
、 総 計96個 の化 合物 に関 して、 そ れ らの遺 伝 毒性 を測定 した。








物質名 入手先 物質名 入手先2一 夘ロー 4一ニト即エノ吻 和光o一 ロ安息香酸 和光
4一如ロー 2一ニトロフェノ吻 和光rロ 安息香酸 漁光
ク叩ベンゼン 和光 一ケ ー一ニトアリン 和光rロ 安息香酸 和光
o【ジクロパンゼン 和光 一ク ー一ニトアリン 和光o一 如に沁ベンゼン 和光 グク 安息番酸 和光
rシ・ ロペンゼン 和光 一 一一二トアリン 和光 厘一夘にトロペンゼン 東化 ジク 安息香酸 和光
灘lll　;1雛 鰯 論llli懸:;ll三i羅lll
l、 一トリク即ペンセン 和光 一 ロー 2,4一ジ トロア;リン 和光.一 ジ夘に団ペン曾ン 和光 一ジタ 安息香酸 和光
1,,4一升ラ如恥 ンゼン 和光,,4一 トリ如にトロへ弛.ン 和光
1,,5一升ラク四ヘンガン 和光3一 夘ロー 4一メチ班 リン 和光,,5一 トリ如にトロヘンゼン 和光2一 タ ー一}安息香酸 和光
4一如ロー 2づチルアリン 和光,傷6一 四如匿卜臥)ゼン 和光2一 ク ー一ト安息香酸 和光
o一クロフガ ルー 和光5一 ク卯一2つチル7リン 和光,3,5,6一 四夘にトロペンガン 和光3一 タ ー一ト安息香融 和光
置.夢田工」噛 東化2,6一 ジ如ロー 3つ預7ニリン 和光 ペンタ夘監}帆ンゼン 和光4一 ケ ー一ト安息昏融 東化
p一クロェノゆ 和光4一 ク ー ト安息香酸 和光
iill難難ll§lllill糊1灘1部l
Z一 凹如 フエノール 東化3一 シ如ロト紅ン 和光2、 ひシクロア卯 和光2,一 ゲクロパンズアルデヒト'東 化
a一 トリクロフニノール 東化Aン タ如ロト舷ン 東化2,4一 シクロアリン 和光3,一 グクロペンズアげ ヒド 和光
2,一トリ夘 フガ ルー 和光2,5σ シクロアリン 和光3、 ジクロパンズアルデヒド 和光
2,一団如 フガ ルー 東化2一 夘庇6一ゴロト海ン 涌光 名6のシクロ 卿 和光
2,,6一卦フ夘ロフエノール 東化2一 クロロー 4一ニトロト紅ン 和光3,4・ シク アリン 和光







表4-2に本 実 験 で 使 用 し た主 な 化 合 物 の 使 用 用 途 を記 し た が、 こ れ ら の 化 学 物 質
は 染 料、 染 料 の 中 間 体、 あ る い は 農 薬、 除 草 剤 、 殺 虫 剤、 防 腐 剤 等 に 用 い ら れ て
お り、 水 環 境 へ の 流 出 の 可 能 性 を 包 含 して い る と み な し て よ い。




rジ 夘ロペンゼン 染料中間体、農薬、染料,顔 料,医 薬などの中間体
pジ如ロペンゼン 染料中聞体、農薬、殺虫剤、防臭剤
1,2,3一トリク叩ペンゼン 染料 ・顔料中間体、 トランス油、潤滑剤
1,2,4一トリ知ロペンゼン 染料 ・顔料中間体、 トランス油、潤滑剤




















2-3芳 香 族 有 機 塩 素 化 合 物 の 遺 伝 毒 性 の 検 出
図4-2及 び4-3に、 被 験 物 質 の い くつ か の 化 学 物 質 に対 し て 濃 度 効 果 曲 線 の 例 を
示 す。 例 示 し た の は1一クロロー 2,4一ジ ニトロペ ンゼ ン、2,4,5一トリクロロフェノー ル、2,3,4,6一テトラク
ロロフェノー ル、 へ.ンタ如 ロフェノー ル、2一如 ロー 4一ニトロフェノー ル及 び へ.ンタ如 ロトルェンの6化 学 物 質 で あ る。
横 軸 に は10倍 希 釈 の 投 与 濃 度 を、 縦 軸 に は遺 伝 毒 性 強 度(A-B)/Bを示 して い る。 ま
た 図 中 に 陽 性 を示 す ラ イ ン、(A-B)/B・1を記 して い る。 黒 丸 は+Sgmix系を、 白 丸 は
一Sgmix系で あ る。
い ず れ も濃 度 の 増 加 に 応 じ て 遺 伝 毒 性 強 度 が 増 大 す る 濃 度 効 果 を 表 し て い る。
陽 性 を検 出 で き る 試 験 培 地 中 の 投 与 濃 度 は ほ ぼ10～100mg・じ1と な っ て い る。
こ の よ う に して 得 ら れ た 濃 度 効 果 曲 線 よ り、96の 各 被 験 物 質 に 関 し て 遺 伝 毒
性 を 求 め、 そ れ ら を 一 覧 に し て 表4-3に 呈 示 し た。 表 中 に は 遺 伝 毒 性 強 度 を 示 した
濃 度、 陽 性 の 判 定((A-B)/B1未 満 を一、1以 上 を+、2以 上 を++)と 、()内 に は
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(A-B)/B値を示 してあ る。 ま た併記 してRTECS15)より得 られ たAmes法にお け る同化






濃 度(㎎ ・L甲1)濃 度(㎎ ・L一り 濃 度(㎎ ・L一り




池1・ ・1$1・ ・ 些1・41




濃度(㎎ ・L冒1)濃 度(㎎ ・L'1)濃 度(㎎ ・L-1)
図4-3濃 度効 果 曲線 の例(2)
こ の 表 を 図 化 し た も の が 図4-4(D～(7)で あ る。 図 に は 各 々 の 化 学 物 質 の 遺 伝 毒
性 強 度(A-B)/Bを棒 グ ラ フ で 示 し て い る が、 陽 性 を 示 し て い る も の に 関 し て は ハ ッ
チ で 表 して い る。
図4-4(1)はクロロペ ンゼ ン類 の 遺 伝 毒 性 強 度 を 示 し た。-Sgmix系でm一ジ 如 ロ及 び1,2,
4斗リ如 ロペ ンゼ ンに 陽 性 が 検 出 さ れ て い る。
図4-4(2)はクロロフェノー ル類 の 結 果 を 示 した。 比 較 的 多 くの 化 学 物 質 で 陽 性 を 検 出 で
き た。+Sgmix系で は、2,3,4一トリ、2,4,5一トリ、2,3,4,6一テトラ及 び へ●ンタ如 ロフェノー ルが 陽 性
を 示 し て い る。 一 方、-sgmix系で は、 除(3-)、2,4一ジ、2,5一ジ、3,4一ゾ、3,5一ジ、
2,3,4一トリ、2,4,5一トリ、2,4,6一トリ、2,3,4,6一テトラ及 び へ.ンタク四 フェノ→レ、 さ ら に2一クロロー 4
一二トロフェノー ルが 陽 性 を 示 し た。
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表4-3被 験 化 学 物 質 の 遺 伝 毒 性


















































































迦 ロ安 息 呑 酸 題
o一クロロ安 息 香 酸100-(0.00)100-(0.00)
rクロロ安 息香 酸100-(0.06)100-(0.01)
「 クロロ安息 香 酸100-(0.20)100-(0.17)
2,3一ジ ク叩安 息 番 酸100-(O.00)100-(O.09)
2,4一ジ 如 ロ安 息 香 酸100-(0.00)100-(0.32)
2,5一ジ 夘 口安 息 香 酸100-(0.00)100-(O.00)
2,6一シ.クロロ安 息 香 酸100-(0.00)100-(O.14)
3,4一ジ クロロ安 息 香 酸100-(O.49)100-(0.00)
3,5一ジ如 口安 息 香 酸100-(0.27)100-(0.00)
2一ク叩 一4一ニトロ安 息 香 酸100-(0.00)100-(O.OO)
2一夘 ロー 5一ニトロ安息 香酸100-(0.85)100-(0.55)
3一クロロー 2一ニトロ安 息香 酸100-(0.29)100-(O.OO)
4一夘ロー 2一ニトロ安 息 香 酸100-(O.12)100-(0.00)










()は 遺 伝 毒 性 強 度(A-B)/Bを示 す
+S9皿ixク 叩 へ・ンセ・ン類 一Sgmix
543210012345
クロロへ'ンゼ ン































図4-4(3)如ロニトロペ ンゼン類 の 遺伝 毒 性
如 ロニトロペ ンゼ ン類 の 結 果 を 図4-4(3)に示 す。+Sgmix系で、2,3,4一トリ、2,4,5一トリ如
ロニト日ベ ンゼ ン及 び1一如 ロー2,4一シ'ニロトペ ンゼ ンが 陽 性 を 示 して い る。-Sgmix系で は1一如 ロ
ー2,4一ジ ニトロペ ンゼ ンの み が 陽 性 を 示 した。
図4-4(4)には 如 ロアニリン類 の 結 果 を 示 し た。2,4,5一トリ如 ロアニリンがSgmix有無 両 系 で 陽
性 を 検 出 さ れ て い る。
クロロトルエン類 の 結 果 を 図4-4(5)に示 し た。-Sgmix系の み で2,4一ジ、2,6一ジ、3,4一シ
0及 び
へ.ンタ如 ロトルエンで 陽 性 が 示 さ れ て い る。
図4-4(6)(7)には ク叩 安 息 香 酸 及 び クロ日ペ ンス"アルデ ヒド の 結 果 が 各 々 示 さ れ て い る が、
い ず れ の 化 学 物 質 も 陽 性 は 検 出 さ れ な か っ た。
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6,クロロー 2・4一シ ニトロアニリン2 一クロロ_6一ニトロトルエン
3一クロロ}4一メチルアニリン2 _クロロ_4_ニトロトルエン
器1二 駕:1;4一 ク・・-2一二… 肱・
2'6一勘 叩一3一メチルアニリン 図4-4(5)如ロト肛 ン類 の遺 伝毒 性
図4-4(4)如0アニリン類 の遺伝 毒 性
+sqlnix _Sgmix
32・ ・ クロロ囎 香 鵬 。
↓23





上 記 の結 果 を前 章 で 示 した よ うな遺 伝毒 性 指 数、 す な わ ち遺伝 毒 性 陽性 を示 す
細胞 当 りの化 学 物 質 の投 与 分子 数 を表 した もの を図4-5に示 した。 図 よ り下方 に向
か う に したが い遺伝 毒 性 が 強 くな る こと を表 して い る。 対 象 と した化学 物 質 はへ.
ンタク叩 フェノー ルを 除 い て ほぼ109m。lecuユes・ce11冒!の範 囲 にあ り、 これ は前章 で示
した化学 酸 化 処 理 生成 物 の場 合 とほ ぼ同等 の オー ダ にーあ る こ とが わか る。 図中 で 塩
素 置 換基 の数 が増 加 す る ほ ど、 遺 伝 毒 性 が強 くな る傾向 にあ る こ とがわ か る。 と
くにへ●ンタ如 日フェノー ル(PCP)は、 検 討 した化 学物 質 中で も最 も強 い遺 伝 毒 性 を代 謝 活性

























108PCP:へ 。ンタクロ フエノー ル
TCNB:トリクロロ_トロへ,ンセ,ン
図4-5遺 伝毒性指数
2-4遺 伝 毒 性 と構 造 因子 の相 関 関係
上 述 した よ う に96化 学物 質 を型 テ ス トで その 遺 伝 毒性 を検 討 したが、 全 体 を
通 して4位 に塩 素置 換 基 を有 す る化 学 物質 に比 較 的遺 伝 毒 性 が 多 く検 出 され る傾
向 に あ った。 これ は4位 の 塩素 基 は、 特 に+Sgmixの系 でP450酵素 系 に存 在 す るモノ
オキシゲ ナー ゼ に よ り、 脱 塩素 され 一〇H基に 置換 す る こ とが指 摘 され て いる16)。-OH基
は・0基とな る過 程 で孤 立 電子 を周 辺 の 酸素 に与 え、H202など の活 性酸 素 を生 成 す
る可 能 性 が あ り、 これ らがDNAを 損 傷 す る と い う仮説 が存 在 す る17》。 この こと
と4位 塩 素基 に遺 伝毒 性 が 多 い事 実 は 関係 して い る と推 察 され るが、 本 実 験 系 で
は培 養 細 胞 を用 いて い る ため、 細 胞 膜 の透 過 や 細 胞 質 内 での 酵 素 反応 系 な ど、 い
くつ かの プ ロセス を経 てDNAに 付 加、 あ る い は活 性酸 素 の 生 成 を促 進 す る と考
え られ るの で、 以 下 に化 学 物 質 の有 す る固有 の 構 造 因子 との 関 係 を検 討 して み る
こと とす る。
前 項 で 得 られ た各化 学 物 質 の有 す る遺伝 毒 性 強 度(A-B)/Bと構 造 因 子 の 単相 関係
数 を求 め る。
ま ず被 験化 学 物 質 に 関 して、 各 々の 持 つ塩 素 置 換 基数(Nc)、親 水 性及 び疎 水 性
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の 指 標 と な る 溶 解 度(Ws)、 複 雑 な 立 体 効 果 を 表 す 融 点(F)、 及 び 電 子 的 効 果 を 表 す
Hammettの 置 換 基 定 数(Σ σ)と の 相 関 を 調 べ た 。 こ こ で は 一 連 の 異 性 体 に つ い て の
置 換 基 の 種 類 を 統 一 す る た め 、2一 如 ロー4一ニトロフェノールな ど の 誘 導 体 は こ の 解 析 か ら 省
い て い る 。 ま た 、 溶 解 度 は 、0;不 溶 、1;難 溶 、2;微 溶 、3;可 溶 、4;溶 、
5;易 溶 の6段 階 に 分 類 し た18)。 さ ら にHammettの 置 換 基 定 数 に 関 し て は 、 オルト位
に つ い て は ハ.ラ位 と 同 じ Σ σ 値 を 用 い て い る 。 各 物 質 の 各 構 造 因 子 の 値 を 表4-4に
示 し た 。 表 中Nは デ ー タ が 得 ら れ て い な い 項 目 で あ る 。
表4-4各 化 学 物 質 に お け る 遺 伝 毒 「生 と 構 造 因 子
化 学 物 質 遺 伝 毒 性 強 度 水 に対 置 換 融 点 ㎞ettの
す る 塩 素 「℃ 」 置換 基 定 数




































ヘ ンタクロロニトロヘ ンゼ ンqO15146。01427
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各 化学 物 質 に お け る遺 伝 毒 性 と構造 因子(つ づ き)
化 学 物 質 遺 伝 毒 性 強度 水 に対 置 換 融 点H加 皿ettの
す る 塩 素 「℃ 」 置 換 基 定 数























0一ク即安 息 香 酸0031142 .OO.227
r如 ロ安 息 香 酸0.10.031158 .00.373
p一クロロ安 息 香 酸0.20.201243.00.227
23一ジ クロロ安 息 香 酸00.1N2168 .30.600
24一ジ 如 口安 息 香 酸00.3N216430 .454
25一ジ ク叩安 息 香酸0012155.OO .600
26一ジ 如 口安 息香 酸00.1N2144 .00.454
34一ジ 夘 口安息 香 酸0.5022208 .50,600









こ れ ら の 値 を 基 に 、 各 構 造 因 子 と 遺 伝 毒 性 強 度 の 相 関 分 析 を 行 な っ た 。 相 関 分
析 に 適 用 し た 母 集 団 は 、 各 異 性 体 毎 に 解 析 し た 。 結 果 を 表4-5に 示 す 。 表 よ り+Sg
mix系 に お い て 、 クロロフェノール類(n・15)の 示 し た 遺 伝 毒 性 強 度 と 、 塩 素 置 換 基 数(R・O.
83)、 融 点(R・0.80)、 及 びHammett定 数(R・0.86)と の 間 に 正 の 相 関 が 比 較 的 高 い こ
と が 示 さ れ た 。 ま た 、 如 ロ トルエン類(n=8)の 遺 伝 毒 性 強 度 と 塩 素 置 換 基 数(R=-0.96)及
びHammett定 数(R・-0.92)の 間 に は 負 の 相 関 が 認 め ら れ た 。 他 の 異 性 体 に 関 し て は
顕 著 な 相 関 が 得 ら れ ず 、 構 造 因 子 と 遺 伝 毒 性 強 度 と の 間 に 関 係 を 見 い だ す こ と は
で き な か っ た 。
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表4-5各 構 造 因 子 と遺 伝 毒性 の 相関 係 数

















そ こ で 比 較 的 高 い 相 関 を示 し た ク叩 フェノー ル類 に 対 して、 塩 素 基 置 換 基 数、 溶 解 度、
融 点、Hammett定数 に 加 え、 茂 岡 らが 実 施 し た クロロフェノー ル類 の 構 造 因 子 と毒 性 解 析 に
準 じ て、 構 造 因 子 と し て 疎 水 性 の 指 標 で あ るn一オクタノ ルー/水分 配 係 数(logPow)、酸 解
離 定 数(pKa)、分 子 の 立 体 効 果 の 指 標 で あ る 原 子 価 分 子 結 合 性 指 数(1xv)、 及 び 分
子 の 有 効 断 面 周 囲(ΣD)と 遺 伝 毒 性 強 度(A-B)/Bの相 関 を 求 め た。 こ こ で は、 リン
脂 質 よ り 成 る 細 胞 膜 へ の 化 学 物 質 の 透 過 と い う観 点 か ら、Ws、logPow、pKaを採 用
し、DNAへ の 損 傷 と い う観 点 よ り、Nc、F、 Σ σ、1xv及 び ΣDを 採 用 し た。 こ
れ ら の 各 因 子 間 に は 相 互 に相 関 性 を有 す る も の が 多 い た め、 寄 与 率 を 算 出 す る分
散 分 析 や、 そ れ を 用 い た 重 回 帰 分 析 は 実 施 しが た く、 単 回 帰 分 析 に と ど め 各 因 子
と遺 伝 毒 性 を 独 立 に 相 関 さ せ た。 こ の 結 果 を+-Sgmix両系 に 関 し表4-6に 示 す。
表 よ り、+Sgmix系
で 高 い 相 関 を 示 した 表4-6ク ロロフエノー ル類の 各構 造 因子 と遺 伝 毒性 強度 の相 関係 数
の は、 化 学 物 質 の 構
造1・関 わ り、 分子 の 構造因子 、S9。、鉾相関徽 掘,
結 合 性 に 関与 して い
る と考 え られ る指 標 塩素置換基数N。0・83(15)0・22(15)
で 塩素置換基数(・ 離 。ttの置換撫 Σσ8:ll81;8:llall
・0.83)、 融 点(R=0.8原 子 価 分 子結 合 性 定 数1xし0.86(14)0・22(14)
・)…mmett定数(1ラ.撚 雛 面照 ΣDl齢1)嶽ll)
0.84)、原 子 価 分 子 結n.オ クター ル/水 分配 係 数10gP。 、0.84(14)0.43(14)
合 性 指 数(R=0.86)、 酸 解 雌 定 数pKa-0.74(14)0.07(14)
及 び 有 効 断 面 周 囲(ROは デ ター数 を示 す
ニ0.82)で あ っ た 。 ま
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譲 擁 灘 璽 表か・ク・酬 ・類の遺騰 性強度と構造因子間の回帰式
n一オクタノ ルー/水分 配 係 数(構 造因子 回帰式(A-B)/B・
R=0.84)との 間 に も高 い
相関が得ら縦 同表 灘 藷 慧 基定数1:;1黙1二lll、
よ り寄与 率 か らみ れ ば 原子価分子結合性定数1.072(1xu)-3.05
原子 価 分子 結 合 性指 数 分子有効断面周囲0・639(ΣD)-8・80
-_n一 オクタール/水 分配係数0.79(10gP。 の一2.14が最 も
局 く、 つ い で分
配 係 数 とHammett定数 が
0.7以上 の 高 い寄 与 を 示 して いる こ とが わ か った。 これ ら因 子 との単 回帰 式 を表4
-7に示 した。
以 上 の相 関 係 数 につ いて の ま とめ を 図4-6に示 す。 この よ う に、 如 ロフェノール類 に関
す る遺 伝毒 性、 す な わ ちDNAの 損 傷 は、 第 一 に化 学 物 質 の 立体 構 造、 つ い で化
学物 質 の細 胞 膜 透 過 を表 す 脂溶 性、 置換 基 の 配 置 に よ る電 子 的効 果、 そ して置 換










茂 岡 らは ミシ"ンコ(Paphniamagna,D.carinata,幽)に対 して 構 造相 関分 析 を
実 施 し、 そ のEC5gと比 較 した13)。いず れ の 種 も分 配係 数1。gPowとの 相 関が 高 く、
つ い でHammett定数、 原 子 価分 子結 合性 指数、 そ して有 効 断 面 周 囲 の 順 に高 く、 化
学 物 質の 疎水 性 が 最 も寄 与 して い る と判 断 して いる。 これ は細胞 毒 性 を指標 と し
てい る ため、 と くに細 胞 膜 透過 性 との 相関 が 高 くな った と考 え る ことが で きるが、
本 研 究 にお い て は遺伝 毒 性、 即 ちDNAの 損 傷 性 を検 討 した ため、DNAと の結
合 に 関わ るよ うな化学 物 質 の立 体 構 造 の相 関 性 が 高 くな っ た と考 え られ る。 以 上
の よ うな解析 を通 して、 化 学物 質 の 構造 因 子 を 検討 す る こ とで、 そ の誘 発 さ れ る
とみ な され る遺 伝 毒性 を ある程 度 推 測 す る こ とが可 能 と な っ た。
2-5ま とめ
芳香 族 有機 塩 素 化 合物 クロロペ ンゼン、 如 ロフェノール、 如 ロニト0ペンセ'ン、 如 日アニリン、 クロロト肛
ン、 如 ロ安 息香 酸、 如 ロアルデ ヒド の有 す る遺 伝 毒 性 強度 と、 そ れ らの構 造 因 子 間 の相
関 を とる こ とに よ り誘 発 す る遺 伝 毒 性 が、 どの よ うな因 子 に支配 され て い るか を
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検 討 し た。
① 遺 伝 毒 性 陽 性 で あ っ た 化 学 物 質 は次 の 通 りで あ る。
如 ロペ ンセ'ン類:-Sgmixm一ジ ク叩 及 び1,2,4一トリク叩 ペ ンセ"ン










以 上 の 結 果 か ら、 遺 伝 毒 性 指 数 を 算 出 す る と塩 素 置 換 基 の 数 の 増 加 に と も な い 遺
伝 毒 性 が 増 加 す る 傾 向 に あ り、 特 に へoンタクロロフェノー ルは+-Sgmix系で、 最 も遺 伝 毒 性 が
強 く検 出 さ れ た。 ま た 傾 向 と して、4位 に 塩 素 置 換 基 を 有 す る も の に 比 較 的 遺 伝
毒 性 を 誘 発 す る化 学 物 質 が 多 か っ た。
② 化 学 物 質 の 遺 伝 毒 性 と、 塩 素 置 換 基 数(Nc)、親 水 性 及 び 疎 水 性 の 指 標 と な る溶
解 度(Ws)、複 雑 な 立 体 効 果 を 表 す 融 点(F)、 及 び 電 子 的 効 果 を 表 すHammettの置 換
基 定 数(Σ σ)の 間 の 相 関 を 調 べ た。 そ の 結 果、 如 ロフェノ ルーに こ れ ら構 造 因 子 と の 比
較 的 強 い 相 関 性 が み ら れ た。
③ クロロフェノー ル類 に 対 して、 塩 素 基 置 換 基 数、 溶 解 度、 融 点、Hammett定数 に 加 え、 疎
水 性 の 指 標 で あ るn一オクタノー ル/水分 配 係 数(logP。w)、酸 解 離 定 数(pKa)、分 子 の 立 体
効 果 の 指 標 で あ る 原 子 価 分 子 結 合 性 指 数 σxv)、 及 び 分 子 の 有 効 断 面 周 囲(ΣD)と
遺 伝 毒 性 強 度(A-B)/Bの相 関 を 求 め た。 そ の 結 果、 ク叩 フェノー ル類 の 遺 伝 毒 性 強 度 は、
細 胞 膜 透 過 に 係 わ る10gPow、及 びDNAの 結 合 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ るNc、
F、 Σ σ、1xv及 び ΣDに 高 い 相 関 性 を 示 し た。 と く にDNAの 損 傷 に 関 わ る よ う
な 化 学 物 質 の 立 体 構 造 に 関 す る 因 子 が 高 い 寄 与 率 を 有 し て い た。
第3節 皿 旦テ ス トへ の 標 的 論 の 適 用 と 化 学 物 質 の リ ス ク評 価
3-1標 的 論 の 概 説
標 的 論 は 放 射 線 生 物 学 の 分 野 で、 放 射 線 に よ り細 胞 が 致 死 す る 現 象 を、 生 理 学
的 理 解 やDNAの 分 子 生 物 学 的 解 析 で は な く、 細 胞 中 に 放 射 線 が 照 射 さ れ る と生
存 に 困 難 な 機 構 が 働 く と した 物 理 学 的 で か つ 統 計 学 的 な 理 論 で あ る。 放 射 線 の 場
合 に は、 細 胞 致 死 の 現 象 に 際 して この 理 論 が よ く適 合 し て い る こ と が 知 ら れ て い
る19》2z㌔
放 射 線 や、 あ る い は こ こで は化 学 物 質 の よ う なDNAに 損 傷 を 与 え る 物 質 が 細
胞 に 投 与 さ れ た 場 合、 生 起 す る損 傷 を ヒ ッ トと 呼 び、DNAの よ う な 生 存 に 係 わ
る 細 胞 内 器 官 に 標 的(target)が存 在 す る と す る。 平 均qの ヒ ッ トが 生 じる 確 率 的 試
行 に お い て 実 際 にx回 ヒ ッ トが 生 じる 確 率 分 布 は ボ ア ソ ン 分 布 に し た が う。
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P(x)=e■q(qX/x1)(x=0,1,2,●。●)
こ こ で 細 胞 は 標 的 を1個 しか 持 た ず、 標 的 は1ヒ ッ トで 機 能 を 損 傷 さ れ る と 仮 定
す る 。ne-hitone-targetthe。ryによ れ ば、 生 存 率Sで ヒ ッ トを 全 く う け な い 場 合
は、
P(x)=S=e-q
平 均1個 の ヒ ッ トが 標 的 に生 じ る の はq・1、 つ ま りS・e-1・0.37とな る。 こ の こ と は
生 存 率37%の と き に平 均1個 の 致 死 ヒ ッ トが 生 じて い る こ と を 表 して い る。
さ て 細 胞 内 に はDNAの 他、 致 死 の た め に は い く つ か の 器 官 の 損 傷 が 予 想 さ れ
る。 ま たDNAに お い て も損 傷 に 対 し て は 修 復 機 構 が 働 き、 致 死 す る た め に は あ
る 程 度 の 損 傷 が 必 要 と な る こ と が 考 え られ る。 そ こ で 細 胞 内 に 標 的 がm個 あ り、 そ
れ ぞ れ は1ヒ ッ トで 不 活 性 化 さ れ る が、m標 的 が す べ て 不 活 性 化 さ れ た と き に 細 胞
は 初 め て 死 ぬ と仮 定 す る。 こ れ はOne-hitmulti-targetmode1と呼 ば れ て い る。
あ る 標 的 に 平 均q個 の 致 死 ヒ ッ トが 生 じて い る と す る。 あ る 標 的 が 実 際 に 死 ん で い
る 確 率 は(1-e曽q)とな る。 した が っ てm個 の 標 的 が す べ て 死 ぬ 確 率 は(1-e-q)mとな
る。
生 存 率S・1-(1-egkD)m(q・kD)
こ こ でk:不 活 性 化 断 面 積 ・Da-1、D:線量 、Dz:不 活 性 化 線 量(37%生 存 量 を与 え る
量)、m:外 挿 数(標 的 の 数)
こ れ を概 念 図 で 示 す と、 図4-7の よ う に な る。
横 軸 は投 与 濃 度Dで 、 縦 軸 は生 存 率Sで あ る。
得 ら れ たdose-responseが直 線 と な る場 合 、 、
　
こ の 傾 き がk=D3腫1であ り、 直 線 の 外 挿 値 が 外m、 、
へ
挿 数 と な る。 、、＼
化 学 物 質 の 遺 伝 毒 性 や 発 癌 性 に 関 す る 定 量1、'
的 な リス ク 評 価 で は こ の よ う な モ デ ル と し て
汎 用 さ れ る の は、 こ のOne-hitmodelや、S
字 カー プ 型 の テ㌧ タに 対 す るWeibullmodel、さ ら 。◎
1こGammam・1・・-h・…d・1…m…ge-d・11・ 」%
器驚卿 雛郵脇潔欝 藩
評価 が必 要 と思 わ れ る 物質 につ い て はOne-h
itmodelのよ うな低 用 量域 で は直 線 性 を示 す
モ デ ル を適 用 す る こ とが望 ま しい と され る。.1
篇 離欝彗2諺珊 翻編認 蹴 度・
性 とumuDC遺伝 子 の 誘 発 の 経 時 変 化 を追 跡 し 図4-70ne-hitm。delの概 念 図
た デ ー タ を基 にOne-hitm。de1を適 用 し、 そ
の リ ス ク 評 価 を 試 み た。
3-20ne-hitmodelの 適 用
ま ず 第1にOD6四 の 増 殖 曲 線 よ り、 溶 媒 対 照 に 対 す る プ ロモホ肱、 如 ロホ肱、m一 ジ 如
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ロペ ンセ'ン、 ホルムアルテ'ヒト"、
グ リオキサ㌧ い 一ク・・フ・ノー § ・ プ。モホ肱 溺2燃 胤
撫 辮 擁 ・1・
媒 対 照 の 増 殖 曲 線 の あ
る培 養 時 間 に お け るOD
6四の 値 を1.0と し て、 。1,1
そ の 時 間 に 対 応 す る 各020如60801000鋤400〔 幻0800
投 与 濃 度 の 増 殖 曲 線 上2m一 ジクロ醒 ンゼン.sg2ホ ルムァ】げ ヒド ーsg
の 値 を 算 出 し、 片 対 数 §
繋鴨 糖11●1
ホルムアルデ ヒド に 関 し て 図
4-8に 示 す 。 図 よ り 切 片 .1 .1
の 値 が 外 挿 値 す な わ ち020如6080100020如6080
標 的 数m、 傾 き がkで あ[bse(㎎ ・L-1)D。se(㎎ ・L-1)
巌 朧 ㌘ 襲 図←・・隔 に対するモデル適用例
らの値 は試験 菌株が増殖阻害 を起 こすにいたる細胞障害(化 学的ス トレス)及 び
DNA損 傷のための、 投与化学物質の標的数、 及 びその不活性化濃度 を算 出 して
いる。
次1三 β 一9・1・ct・sid・ 婆2プ 。モホ、ム .s92,。 。ホルム.19
seのテ ー タ よ り、 そ れg11 ●
奪黙 馨烈 轟 畢
遇 遺伝子量を表す指標 塁
で あ る こ と よ り、 各 投)
与 化 学 物 質 のDNA損 ・1020如6080・10珈400600鋤
傷 に 関 わ る 標 的 数 及 び22
不 活 性 化 濃 度 を 算 出 しm一 ジクロロペンゼン+S9ホ ルムァ1げヒド ーsg




難 難 呈鍬 ・錨㎎罪 ・
プ ロ ッ ト し て 求 め た 。0204060
そ の 例 を プ ロモホルム、 クロロDQse(㎎.L-1)
1鵬71;1灘 遍 図←・ …DC遺伝子1・対するモデル適用例
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恥9に 示 す。
これ らの計 算 を 先 に示 した デー タに 関 して、 各 モ デル 化 学 物 質 の 一Sgmix系と+S
gmix系双 方 につ い て算 出 した結 果 を表4-8にま とめ て 示 した。 表 中 増 殖阻 害 を生 起
す る に至 る細 胞 中 の標 的 数 は多 い もの で如 ロホ肱+Sgmix系の3.5や、m一ゾ如 ロペ ンセ'ン
の2.55、m一如 ロフェノールの10があ る。 これ らは前章 で み た よ うに 再増 殖 す る まで に時
間 を 要 す る化学 物 質 で、 そ の こ とは標 的数 の多 さ と して 表 さ れ て い る とい え る。
他 は1か ら2の間 に あ り、 大 き な増殖 阻 害 性 を有 して いな い物 質群 であ る。 不 活 性
化濃 度D臼は、 投与 した化学 物 質 に よ り試 験 菌株 の細 胞 が 増殖 阻害 を示 す 濃度 を表
して い る。 つ ま りこの 値が 小 さい ほ ど少 な い投 与 濃 度 で増 殖 阻害 を呈 す る こ とが
いえ る。 この点 か らみ て もm一ジクロロペ ンゼ ン及 びm一如 ロフェノールは 増殖 阻害 性 の 比較 的高

























β一galactosidaseに関 す るデ ー タ に よ り求 め られ た標 的数 はDNA損 傷 の各 化
学 物 質 の細胞 にお け る標 的数 を予 測 した もの に な るが、 この表 よ り各 化学 物 質 と
も1か ら2の間 に あ る。 これ は試験 菌Salmonella凱 の有 す るDNAの 塩基 対数
が 大腸 菌 の そ れか ら推 定 して も高 々106程度22)であ る こ とや、DNA損 傷 の一 つ
の形 態 で あ るDNA付加 体 の 検 出が、 芳香 族 アミンで107塩基 対 に1個 、4NQOで3/106、
DMABで5/107の検 出が 可 能 で あ る との報 告23)より、 この推 定 した標 的 の数 は この
オ ー ダー で あ る と して もよい と考 え る。 た だ しこれ は、umuDCが誘 発 され るに及 ぶ
標 的 数 の こと で、 化学 物 質 に よ り損 傷 が増 えれ ば、d。seresponseをみ て もわ か る
よ う にほ ぼ比 例 的 にumuDC遺伝 子 の 誘発 は増 加 して い くこと が考 え られ る。
ま た不 活 性 化 濃度 は β一galactosidaseが検 出 で き た投 与 濃 度 を 表 して い る。 こ
の濃 度 もあ くまで この迦Zを コー ド した融 合 遺 伝 子 に よ る検 出 法 で の不 活 性 化 濃度
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で あ り、 実 際 にDNA損 傷 に 閾値 は存 在せ ず 少量 で もumuDC遺伝 子 は誘 発 され て
いる と考 え られ る。
3-3遺 伝 毒性 リス ク評 価 の検 討
発 癌 性 物 質 に閾値 は存 在 しな い とい う定 義 を とる と、 分 析 限界 以 下 の発 癌 性物
質 を 含 む飲 料 水 は、 そ の物質 を含 まな い飲 料 水 とは化学 的 に全 く区別 が つか な い
の に、 安 全 と はい え な い こ とに な る。VSD(virtuallysafedose,実質 安全 用 量)
の考 え方 は この 矛 盾 の解 決 の ため に導 入 され た もの で、 用 量Dに よ って起 こさ れ る
生涯 リス ク爪 あ る極 めて低 い危 険率 よ りも小 さ い な らば実 質 的 に安全 であ る、
とい う もので ある24)。
合 衆国 環 境 保 護庁(U.S.EPA)のHealthAdvis。ries(HA)によれ`よ 飲料 水 中 の化
学 物 質 に よ る発 癌 の危 険 率 の算 定 は以 下 の 式 で導 か れ る25)。
飲 料水 中のVSD=(10-x)(70kg)
(μg●L-1)(ql曜)(2L●day,1)(1)
こ こで10-x;危 険率(発 癌 率)x=4,5,0r6(生涯 発癌 が1万人 に1人、
10万人 に1人、100万人 に1人 とい う超 過危 険率 を もた らす)
70kg:成人 の 体重
qビ;線形 多段 階 モ デル に よ って算 定 した ヒ トの発癌 係 数
(μ9。kg噌1●day■1)-1
2L・daゾ1;成人 の水 の 摂取 量
本式 に したが ってモ デ ル化 学 物質 の示 したOne-hitmulti-targetm◎de1より得 ら
れ た不 活 性化 濃 度D臼を 用 いて、 各 化 学 物質 の有 す る遺伝 毒 性 リス クの評 価 を試 み
る。 」型 テス トに は、1acZによ る]一ド と吸光 度 に よる測 定 と い う検出 上 の感 度 が 存
在 す るた め、 み か け上 陽性 閾 値が 存 在 す る もの の、 実 際 に は低用 量 で もumuDC遺伝
子 は 誘発 す る と考 え られ る。 あ る極 め て低 い危 険率、 即 ち遺伝 毒 性 の試 験 の結 果
を低 用量 に直 線 で外 挿 し、 無 視 で きる確 率 と して、FDA(Food&DrugAgency)の採
用 して い る10-6、つ ま り100万人 に1人 とい う値24〕を こ こで も使用 す る。
そ こでumuテス トを基 に誤 りが ちの 修復 遺 伝 子umuDCが誘発 され て遺 伝 毒性 を示
す生 涯 許 容 濃 度 と して、 以下 にVSDを 定 義 した。
飲 料水 中のVSD=(10,6)(ヒ ト体細 胞 数(cells))
(molecules●L-1)k,(2・365・70L)(2)
k'・D2一1;One-hitmulti-targetm。delから算 出 す る
遺 伝 毒性 係 数(molecules・cell-1)-1
こ こで70年間 成 人一 日2Lの飲料 水 を摂取 す る と した。HAに示 され た よ うな実 験 動
物 とヒト体 重 の 換算 は、 投 与量 が動 物 の細 胞 当 りの μ9で表 さ れ た場 合 に はヒトに つ い
て も同様 にに 体重 当 りで考 え る、 とい う経 験上 の考 え方 であ る26㌔ この 体重 は細
胞数 と比 例 関 係 に あ り、 従 ってDo'をmolecules・cell-1と遺 伝 毒性 指 数 表 示 に した。
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つ ま り1細 胞 に対 して 遺伝 毒 性 作 用が あれ ば対 象 と す る器 官 の細 胞 数 が 多 けれ ば、
遺 伝 毒 性 を示 す細 胞 の 発生 す る確率 は増 加 す る こと と な る。 これ に よ り遺伝 毒性
指数 に よ る化 学 物 質 の 陽性 判 定 の整 理 が、 この リス ク評 価 に 応用 で きる こ と とな
る。D臼1(m。1ecules・celr1)は表4-8に併 記 した。 表 中の 値 は108MO1臼molecules
・cell-1であ り、 従来 示 して きた陽 性 閾 値 の値 とほ ぼ 同等 の オー ダ にーあ る。
さ て」型 テ ス トで得 たテ㌧ タは細 菌 細 胞 のDNA損 傷 に基 づ く。DNAの 塩 基 対 で
はヒトと構 造 は変 わ らな いが、1細 胞 中 のDNA塩 基 対 数 は大 腸 菌 で3.4x106、ヒト肝
細 胞 で2.38x109であ る ことが 知 られて い る22)。そ こで上 式 は次 の よ う に書 き換 え
られ る。




(3)式よ り、 あ る水 中 に存 在す る化学 物 質 を70年間 摂 取 し続 け た と きに1細 胞 当 り
に10-6の確率 で遺 伝毒 性 が 生 起す る実 質用 量 が 算 出 され る。(3)式に対 象 とす る臓
器 の 細 胞 数 を乗 じれ ば、 その 対象 臓 器 に対 す る実 質 安全 用 量VSDが 算 出 さ れ る。
ある 臓器 へ の 実 質安 全 用 量=VSD(1)x(臓 器 細 胞 数cells)(4)
VSD(molecules・L一ユ)
た と えば ヒト肝 細 胞 は約2.5x1011cellsある とされ る が、 肝 細 胞 に対 す るVSD(L
)を算出 す る場 合 に は、VSD(1)を2.5xlot1倍す れ ば よ い。
と ころ で(D式 のHA呈示 式 にお い て は、 この臓 器 細 胞数 の項 が 成 人 ヒトの体 重 とな
って いる。 これ は実験 動 物 で誘 発 した 癌が、 ヒトの 全 て の細 胞 で起 こ りう る可 能 性
を表 して い る もの とい え よ うが、 実 際 は臓 器 に よ り突 然 変 異 や発 癌 は特 異性 が あ
るの が通 常 と考 え られ る。 そ の点 で は(4)式の よ う に1細 胞 で の遺 伝毒 性 生 起 の濃
度 に 特定 臓 器 細胞 数 を乗 じて算 出 す る方 が、 実 際 に よ り即 して い る と考 え られ る。
ちな み に ヒト全 細 胞数 は約6x1013cellsとされ る。
この(3)(4)式に したが って表4-8のD臼'を用 い、 各 モデ ル 物 質 の 肝細 胞VSD(L
)及び全 細胞VSD(T)に つ い て試 算 した ものが 表4-9であ る。 表 中 に は μg・L-1表
示 も併記 した。 表 よ り既 往 のテ㌧ タと比 較 の ため、VSD(T)を み る と、+Sgmix系で
小 数 点以 下1ケタか ら以上1ケタの範 囲 にあ るこ とが わ か る。
HAプログ ラムに お いて 扱 わ れ た化学 物 質 中有 機塩 素 化 合 物 に つ い て、 そ の 発癌 性 の
VSDを 表4-10に示す。 表 中 の値 は70kgの成 人、 一 日2Lを70年 間摂 取 した と き
の10-6の発 癌VSDで あ る27)。本 論 と共 通 す る の はm一ジ如 ロペ ンセ'ンで、 この 発癌
性 のVSDは 、 雄 ラットを使 い、 線形 多段 階 モ デ ル を用 い た発 癌 係 数 よ り算 出 した1
.8μg・L-1であ る。 この値 は本 論 で試 算 した遺伝 毒 性 の 生涯VSD(T)3.69μg・じ
1とオー タ㌧ で一 致 して い る。 ま た その ほ か の有 機 塩 素 化合 物 のVSDも 小 数 点 以 下
1ケタか ら以上 竹タで あ り、 本論 の値 とそ の範 囲 は ほぼ 一致 す る と考 え られ る。
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表4-9遺 伝 毒 性 の 実 質 安 全 濃 度 試 算 例12レday-17。 年 聞10-b





























こ の 値 は、 た と え ば 日本 人(約108人)を 例 に と れ ば、 あ る 物 質 のVSD以 上 の
濃 度 よ っ て10冒6の生 涯 リス ク が 増 え る と い う こ と は、108x10,6x70冒11.5(70
年)で1年 間 に1.5人 の 反 応 が 新 た に 加 わ る こ と を 意 味 し て い る241。た だ し こ
のVSDに は、 テ㌧ タの 性 格 及 び 良 否 に よ っ て 不 確 実 係 数 が 適 用 さ れ る。 こ の 係 数
選 択 は 主 と し て 科 学 的 判 断 と 種 内 及 び 異 種 間 の 差 異、 有 害 作 用 の 重 要 度、 薬 物 動
態 学 的 要 因、 相 殺 効 果 が 考 慮 さ れ る 要 因 で あ る が、 ヒ トの 発 癌 物 質 で あ る 可 能 性
の あ る も の に つ い て は、EPAは 生 涯 値 を 算 出 す る と き に10倍 の 不 確 実 係 数 を追 加 適
用 して い る25)。
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いず れ にせ よVSDに 関 して は、 本 論 中 で試 算 した値 は、EPAにお け る発 癌 性試
験 で 得 られ て いる デ ターと同様 の値 が 得 られ る こ とか ら、 塑 テ ス トに よ る遺 伝 毒性
試 験 と、 そ れ に よ るOne-hitmodelでの定 量 的 リス ク評 価 が化 学 物 質 の 安 全 性 の評
価 法 と して適 用 可 能 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た。
3-4ま とめ
本 節 で得 られ た 結果 を以 下 に ま とめ る。
①定 量 的 リス ク評 価 を実 施 す る ため、 標的 論 のOne-hitmulti-targetmodelをモ
デ ル 化学 物 質 プ ロモホルム、 如 ロホルム、m一ゾ如Eベ ンゼン、 ホルムアルデ ヒド、 グ リオキサ㌧ル、m一クロロ
フェノー ルの 型 テ ス ト結 果 に適用 した。
② 飲 料水 中の 実 質安 全 容 量VSDの 試 算 の ため に、10-6の危 険率 で試 算 した。1
日2Lの飲 料 水 を70kgの成 人が 生 涯70年間摂 取 す る と き、 遺伝 毒性 の生 起 す る用 量
は各 モ デル 物 質 で μg・L-1で小 数点 以 下1ケタか ら以 上1ケタの範 囲 に ある ことが 試 算 で
き た。 これ はU.S.EPAHealthAdvisoriesにお ける 有機 塩 素 化 合 物 の発 癌 性 に関 す
る生 涯実 質 安 全 用量 と オー ダ でー 一致 して お り、L型 テ ス トとOne-hitm。de1によ る試
算 が リス ク評 価 に適 用 可 能 で あ る と考 え られ る。
第4節 結 語
本 章 で は化 学 物 質 の遺 伝毒 性 評 価 を、 第1に そ の有 す る構造 因子 に よ り推 定 す
る こ とを試 み た。 次 に確 率 モ デル を適 用 し、 飲 料水 中の リス ク評 価 を実 施 して い
る。 以下 に得 られ た成 果 をま とめ る。
① 芳 香族 有 機 塩素 化 合 物 如日ベ ンゼン、 クロロフェノール、 如 日ニトロペ ンゼソ、 如 日アニリン、 如ロトルエ
ン、 クロロ安 息 香 酸、 クロロアルデ ヒド の有 す る遺 伝 毒 性 強度 と、 そ れ らの構 造 因 子 間 の相
関 を とる こ と によ り誘 発 す る遺 伝 毒性 が、 どの よ うな因 子 に支配 され て いる か を
検 討 した。
そ こで遺 伝 毒性 と、 塩 素置 換 基 数(Nc)、親 水 性及 び疎 水 性 の指 標 と な る溶 解 度
(Ws)、複 雑 な立体 効 果 を表 す融 点(F)、及 び電 子 的 効果 を表 すHammettの置換 基 定
数(Σ σ)の間 の相 関 を調 べ た。 そ の結 果、 クロロフェノー ルに これ ら構造 因子 との比 較 的
強 い相関 性 が み られ た。
② 如 ロフェノール類 に対 して、 上記 構 造 因子 に加 え、 疎水 性 の 指 標 で あ るn一オクタノール/水分
配 係数(logPow)、酸 解 離 定数(pKa)、分 子 の立 体 効 果 の指 標 であ る原 子価 分 子 結 合
性 指 数(1xv)、及 び分 子 の有 効 断 面周 囲(ΣD)と遺 伝毒 性 強 度(A-B)/Bの相 関 を求
め た。 その 結 果、 如 ロフェノー ル類 の 遺 伝毒 性 強 度 は、 細 胞 膜 透 過 に係 わ るlogP㎝、 及
びDNAの 結 合 に関 与 して い る と考 え られ るNc、F、Σ σ、1xv及 び ΣDに高 い相
関 性 を示 した。 と くにDNAの 損 傷 に関 わ るよ うな化 学 物 質 の立 体 構 造 に関 す る
因子 が高 い寄 与率 を有 して い た。 これ らの 解 析 に よ り、 上 記 異性 体 の 遺 伝毒 性 を
そ の構 造 よ り推 定 す る こ とが 可能 とな っ た と考 え られ る。
③ モ デル 化学 物質 群 に 対 し、 そ れ らの有 す る遺伝 毒 性 が 無 閾値 反 応 で あ る と して、
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そ の 飲 料 水 中 に お け る 実 質 安 全 用 量 を 評 価 し よ う と 試 み た 。 プ 旺 ホルム、 如 ロホルム、m
一ゾ 如 ロペ ンゼ ン、 ホルムアルデ ヒド 、 グ リオキザ 「ル、m一 如 ロフェノー ルの 型 テ ス ト 結 果 に 対 し、 確
率 モ デ ル と し てOne-hitmulti-targetmode1を 適 用 し 、 そ の 適 合 性 を 確 か め た 。
④ 実 質 安 全 容 量VSDの 試 算 の た め に 、10闇6の 危 険 率 で 試 算 し た 。 そ し て ヒト1細
胞 当 り の 実 質 安 全 用 量 式 を 呈 示 し た 。 こ の 式 を 用 い 、1日2Lの 飲 料 水 を 成 人 が 生
涯70年 間 摂 取 す る と き、 全 細 胞 で 遺 伝 毒 性 の 生 起 す る 用 量 は 、 各 モ デ ル 物 質 で μ
g・じ1で 小 数 点 以 下1ケ タか ら 以 上1ケ タの 範 囲 に あ る こ と が 試 算 で き た 。 こ れ はUS.EP
AHealthAdvis。riesに お け る 有 機 塩 素 化 合 物 の 発 癌 性 に 関 す る 生 涯 実 質 安 全 用 量
と オー ダ でー 一 致 し て お り、 型 テ ス ト とOne-hitmode1に よ る 試 算 が リ ス ク 評 価 に 適
用 可 能 で あ る と 考 え ら れ た 。
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水 環境 中 に存 在 し、 その発 癌 性 が懸 念 され る トリ如 肛チレン、テトラクロロエチレンさ らに近 年、
農 薬、 除草 剤 など の非 点 源汚 染 と して注 目さ れっ つ あ る物 質 は以 下 の よ うに その
毒 性 が検 討 され て い る。 溶斉ljであ るテトラクロ皿チレン(PCE)は、 ドライクリーニング の 工程、 金
属 の 脱脂 用、 織 物 工業 な どに使 用 され る合 成化 学 物 質 でD、 トリ如 ロエチレン(TCE)は、
溶 媒 及 び 金属 部 品 の脱 脂 剤 に 用 い られ肝 ミクロソー ム系 でSalmonella血 に変 異 原性
が認 め られ て い る2)。へ.ンタクOロフェノール(PCP)は、 木材 防 腐 剤、 除 草剤、 殺 菌剤、 防虫
剤 と いて 用 い られ て き た。PCPの変 異 原 性 はAmesテス トで は陰 性、SaccharOm>ces
cerevisiaeにお いて は陽性 を示 して いる。 またBacillussubtilus/rec-assay、
マウススホ.ット試 験、 培 養 ヒトリンパ球 にお いて陽 性 とされ て いる。 発 癌 性 に関 して は マ ウ
ス と ラ ッ トで評 価 さ れ、 いず れ も発癌 性 は検 出 され て い ない3)。
と ころ で、 近 年 わが 国で上 昇 の 一途 を辿 る大 腸 癌 は肉食生 活 へ の転 換 が原 因 と
され る。 世 界 的 に も肉 の消費 量 の 多 い国 ほ ど大 腸癌 羅患 率 は高 く、 その 間 の相 関
関係 が 知 られ てい る4)。また高 タ ンパ ク、 高脂 肪 の食 事 によ り胆 汁分 泌 が促 進 さ
れ、 そ の胆 汁 酸 に は大 腸 癌 のフ.日モー ター と して の作 用 が あ る こ と も知 られ て きて い る
9。 この大 腸 癌 の原 因 とされ る物 質の うち タ ンパ ク質 を加熱 した場 合 に発 生 す る
ヘテロサイクリックアミン、 た と え ば3一アミノー 1一メチルー 5H一ヒ.リド(4、3-b)インド ルー(Trp-p-2)や、2一ア
ミノー 3、4一ジ メチルイミダ ゾ(4、5-f)キノリン(MelQ)などが 知 られ てい る6)。これ らの物 質 は
グアニン付 加体 を形 成 す る と され る。 この よ うな物 質 は大 腸壁 に油 分 と共 に付着 し、
そ こで大 腸 癌 の原 因 と な って いる。 そ れ ゆ え、 野菜 な どの繊 維質 を肉 と共 に摂取
し、 腸 内 に長 く滞 留 しない よ うに すれ ば羅 患 しに くい といわ れ る ゆえ ん で あ る。
逆 の見 方 をす れ ば、 滞 留 しなか った これ らの 発癌 性 物 質 は、 人体 外 へ排 泄 され、
し尿 と して下 水 中 に存 在 す る こ とに な る。 事 実、 ヒ トふ ん便 中 の強 力 な 変異 原物
質 に は体 内で 生成 され た とされ る フェカへ.ンタェンー 12及び フェカへ.ンタェンー 14が単 離 され、 こ
れ らは大 腸 癌 との 因果 関係 が 指摘 され て い る7)。早 津 は、 喫 煙 直 後 の被験 者 の尿
中 に変 異 原 性 を強 く検 出 す る こ とを報 告 し、 さ らに焼 いた食 物 を 摂取 した後 に、
し尿 中 に変異 原 性 が 高 くみ られ る こと を指 摘 して い る8}。
いず れ にせ よ、 人 間 の し尿 由来 の物 質 が下 水処 理 場 あ る い は し尿 処 理場 に流入
して生 物 学 的 に分 解 され てい るか に関 して は未 だ十 分 な知 見 が 得 られ て い な い。
食品 を加 熱 して摂 取 す る とい う文 明 を持 ち得 た ヒ トの排 出物 中 に遺 伝 毒性 物 質 が
存在 し、 水環 境 を汚 染 す る可 能性 が あ る こ とは、 従 来 発 見 され て き た汚染 物 質 の
よ うに発 生源 対 策 が で きる もの で はな く、 処理 場 にお い て高 度処 理 の 導 入の 必要
性 を示 唆 す る もの か も しれ な い。
以 下 本章 に お いて は、 水 環 境へ 流 入 す る生活 由来 の誘 起 物 質源 と して工 場 廃水
を含 む 下 水処 理 場、 さ らに し尿処 理場 の処 理 水 を と りあ げ た。 こ こで は 水 中の有
機 物 を濃 縮法 を検 討 し、 遺 伝 毒性 物 質 の効 率 よ り回収率 を検 討 した。 さ らに濃 縮
有 機 物 の 分画 成 分 中 に遺 伝 毒 性物 質 の 検 出 を試 み た。 また し尿処 理 場 で処 理 方 向
に遺 伝毒 性 を調 べ、 し尿 処 理 場 の果 た して いる遺 伝 毒性 成 分 の 除去 を検討 した。
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さ ら に この よ うな遺伝 毒 性 を示 す 有 機物 質 の制 御 の方 法 と してオ ゾ ン酸 化 に着 目
し、 そ の効 果 を論 じる こと と した。
第2節 都 市 下水 中 の 遺伝 毒 性物 質の 塑 テ ス トに よ る検 索
2-1概 説
都 市 下 水、 と くに工 場 排水 の混 合処 理 を実 施 して い る処理 場 に お いて は、 活性
汚 泥 法 な ど に よる生 物 処 理 で分 解 し難 い、 生物 難 分 解 性 有機 物 の 存 在 が 問題 視 さ
れて きて い る。 こ こで は、 その よ うな有 機 物質 の濃 縮 法 の検 討 を い くつ かの 樹 脂
につ い て実 施 した。 そ してそ の 濃 縮成 分 の 分画 を、 分 子 量分 画 及 び薄層 如 マトグ ラフ
ィに よる 分画 を行 った。 これ ら濃 縮 成 分及 び 分 画成 分 に関 して壁里テ ス トを用 いた
遺 伝毒 性 試 験 を適 用 した。 さ らに この よ うな処 理 水 中 に残 存 す る 遺伝 毒 性 成 分 除
去 の方 法 と して オ ゾ ン酸化 の 適用 を試 み た。
2-2実 験 方 法
2辺一1採 水
サ ンプ リン グは1989年10月よ り1990年3月まで は ほぼ1カ 月毎 に、1990年10,1
1月さ ら に1991年2,3月 に実 施 さ れ た。
採 水 は、A下 水 処理 場、B下 水 処理 場 で 実験 目的 に応 じて、 表5-1の様 に実 施 し
た。 概略 は以 下 の よ う であ る。
① 処理 水 中の 有機 物 質 によ っ て示 され る遺伝 毒 性 成 分 の検 索 の ため の採 水 を、19
89年10月か ら1990年11月まで に実 施 した。
②処 理 水 中 の遺 伝 毒 性 の週 間 変動 を1991年3月に実 施 した。
③ オ ゾ ン処理 実験 の た め の採 水 を1990年11月及 び1991年2月に 実 施 した。
採水 時 間 は① ③ につ い て は午 前10時 頃、 ② に つ い て は午 前9時 と した。
表5-1採 水
採 水 月 試 料No.試 水 目的
■989年 ■O月 ①A処 理 場 処 理 水 遺 伝 毒 性 検 出
ユ■月 ②A処 理 場 処 理 水 遺 伝 毒 性 検 出
■2月 ③A処 理 場 処 理 水 遺 伝毒 性 検 出
■990年 ■月 ④B処 理 場 処 理 水 遺 伝 毒 性 検 出
2月 ⑤A処 理 場 処 理 水 遺 伝 毒 性 検 出
3月 ⑥A処 理 場 処理 水 遺 伝 毒 性 検 出
■O月 ⑦A処 理 場 処理 水 遺 伝 毒性 検 出、分 画
■■月 ⑧B処 理 場処 理 水 遺 伝 毒性 検 出、分 画
■■月 ⑨A処 理場 処理 水 遺 伝 毒性 検 出、分 画 、オゾ ン処 理
■■月 ⑩B処 理楊 処 理 水 遺 伝 毒性 検 出、分 画 、オゾ ン処 理
■■月 ⑪A処 理場 沈 後 水 遺 伝 毒性 検 出、分 面
⑫A処 理 場処 理 水 遺 伝毒 性 検 出、分 画
■99■年2月 ⑬A処 理 場 処 理 水 オゾ ン処 理 に よ る分 解
3月 ⑭A処 理 場 処 理 水 遣 伝 毒性 検 出
2-2-2測定 項 目
濃 絡 分画、 変 異原 試 験 以 外 の測 定 項 目につ いて そ の分 析 方 法 と と もに表5-2に
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示 す。
有 機物 の指 標 あ る い は生物 分解 性 の指 標 と して、BOD、CODcr、TOC、DOCを測 定












試 水 のpHを ほ ぼ7に 調 整 し、 ゾ ヤー ファーメンター 中 に1.5L入れ、20℃ 定 温制 御 後、
オ ゾ ンガ ス を 注入 し、 回 転子 で撹 搾 した。 反 応 の前 後 に挿 入 オ ゾ ン濃度 とガ ス流
量 を測 定 した。 反 応 終 了 後、 試水 は直 ちに残 留 オ ゾ ン濃 度 を測 定 す る と と もに、
空気 曝 気 して オ ゾ ン を脱 気 し、 有 機 物 測 定 や、 濃 縮 用 のサ ンプル と した。 試 水 中
で消 費 され た オ ゾ ン量 は次式 で計 算 さ れ る。
消費 オ ゾ ン量(mgO3)=
(送入 オ ゾ ン濃 度(mgO3・L'1)一排 ガ スオ ゾ ン濃 度(mgO3・L-1))
xガス 流量(L噸in響1)x反応 時 間(min)
一残 留 オ ゾ ン濃 度(mgO3・L曽1)x反応 液 容量(L)
な お、 下 水処 理水 や し尿 処理 水 の オ ゾ ン処 理 に つ いて は、 田 中 らは、 砂 ろ過 水 に
対 して は1.UmgO3・mgCOD-1、好 気性 ろ床 水 に対 しては1.18mgO3・mgCOr1の消
費 オ ゾ ンが必 要 で あ っ た と して いる9)。ま た竹 田 は、 下 水2次 処 理水 のDOC10～
20mg・L4に対 して オ ゾ ン注入 率10～20mgO3・L-1を必 要 と した1臼)。加 治 らは処 理 水
に対 し10～30mgO3・L-1の注入 率 を 示 して い る1D。 さ らに京 都市 の山 内 らは、1～
2mgO3・mgCの消 費 オ ゾ ンでTOC、色 差、 大 腸 菌 の 除去 が 可 能 で あ っ た こと を示 した
12)。 本 論 にお いて も これ らの 値 を参 考 に消 費 オ ゾ ン量 を設 定 して い くこ と とす る。
2-2-4濃縮、 分 画方 法
サ ンプ ル の 濃縮 は、 どの よ うな 試験 に濃 縮 サ ンプ ル を供 す るか に よ り、 採 用 す
る濃 縮 法 が異 な る と考 え られ る。 濃縮 に用 い られ る方 法 には た と えば表5-3のよ う
な方 法 が 用 い られ て い る。
こ こで はな るべ く多 くの成 分 を捕捉 す る こ と、 処 理 水 中 の遺 伝 毒 性画 分(多 く
は疎 水 性 物質 で あ る と いわ れ る)を 捕 捉 で きる こ とを念 頭 に濃 縮 法 を検 討 した。
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撚 瓢 警農 奈攣 法の特 麹 濃縮方法麟
滅圧濃縮法 一ロータリーエパホ。レーダ
濃組 法 滅圧乾固法一凍結乾燥法
① 減 圧濃 縮 吸着濃縮法 一多孔質樹脂
ロー 列 一エパホ.レーター で サソプルを35℃温 活性炭
浴中で減圧灘 幡 サンプル中 ㌶ 論 肇難
の疎 水性、 親 水 性 両物 質 とも に濃 構造 活性 糸
縮 す る上 で は最 も多 くの物 質 を捕
捉 で きる。 一 方 で濃 縮 に時 間 が か
か る こ と と、 多 くの サ ンプル を処 理 で きな いた め、 濃 縮 倍率 が若 干 低 い等 の欠 点
が あ る。 また濃 縮 倍率 を上 げ るた め に は塩析 な どの 問 題 を克 服 す る必要 が あ る。
さ ら に揮 発 性 物 質 は濃 縮 過 程 で揮 散 す る可能 性 が 大 き い。
本 論 で はサ ン プル1Lを東 洋 ろ紙5Cで ろ過 し、 茄 型 フ ラス コに と り35℃温 浴 中
で回 転 させ なが ら減圧 濃 縮 した。 濃 縮 は50mLある い は20mL(濃縮 倍 率20倍あ るい
は50倍)に な る まで サ ンプル を減 容 した(試 料 ① ⑥)。
② 樹 脂 吸着
a)XAD2
変 異原 物 質 の よ うな微 量 有 機物 をスクリーニングす る場 合、 そ れ がパ クテリアアッセイに と っ
て陽 性 を示 す 濃 度 にま で濃 縮 す る必 要 が あ る。 その 濃 縮 倍率 は河 川 水 や 下水 で数
百 か ら数 千 倍、 水 道水 で は数 万倍 のオ ー ダ ー と され る。 この 点 か ら多孔 質樹 脂 で
あ るXAD樹脂 は変 異 原 物 質 の濃 縮 に多 用 され て いる。 この中 で もXAD2樹脂 は頻 繁 に
用 い られ、 そ のゾ ク叩 メタン(DCM)画分 は疎 水性 物 質 を、 メタノー ル(MeOH)画分 は 弱疎 水 性
物 質 を、 さ ら にNaOH画分 は親 水性 物 質 を表 す と され る。 しか しなが らXAD2樹脂 濃
縮 のDCM、MeOH画分 のTOC回収 率 は1.0～33.3%(中室 ら13))、27%(亀井 ら14)、オ
ゾ ン処 理 水)程 度 で あ り、 多 くの有 機 物質 は回 収 さ れ得 な い こ とが示 され て い る。
一 方、 同 じホoリスチレン性 の 多孔 質 樹 脂 で も、 孔 の数 を多 く した樹 脂 が 開発 され、X
AD4(無極性)樹 脂 と同 じ材質 で孔 数 を増 や したCSP800とイ オ ン性物 質 を吸 着 しう
るCHPA25(いず れ も三 菱 化成)を 直 列 につ な ぎ、 水 道 水 中 のE26日を81%吸着(通 水
前 後 の水 中のE266の差)し た 例が あ る(浦 野 ら15})。
こ こで は汎 用 され て い るXAD樹脂 の適 用 を試 み た。
XAD2樹脂 はソックスレー抽 出器 で メタノー ル、ゾ 如 ロメタン、メタノー ルで各8時 間 ず つ洗浄 し、 メタノー
ル中 に保 存 した。 これ を使 用時 に10φx200mmの カ ラム に 充填 し、 メタノールを通 水
して 洗浄 して、 最 後 に純 水 で 洗浄 した。 サ ンプ ル18LをpH2に 調 整 して 速度20m
L・min一工で カ ラム通 水 した。 これ をゾ 如 ロメタン(DCM)、メタノー ル(MeOH)で2mL・min『1で
順 次 脱着 し、 さ らに減 圧 濃 縮 し、 容 量 を1mLとした。
b)Sep-pakC18カートリッゾ(ミ リボ.ア社 製WaterDiv.)
主 と してサ ン プル 中 の疎 水 性物 質 を吸 着 濃縮 す る の に用 い られ る。 容 量1mLのカ
トーリッシ'タイプで 取 扱 が簡 単 で あ り、 かつ 現 場 で の使 用 に も適 用 で き る。
サ ンプル20Lをカー トリッゾ に定 量 ポ ン プ で20mL・min-1の流 量 で 流 下 させ る。 これ
にシ'如ロメタン(DCM)(残農 用)を2mL・min雪tで通 し、 続 い てメタノー ル(MeOH)(残農 用)
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を2mL・min'1で通 し、 各 々DCM画分、MeOH画分 と した。 両 画 分 を各 々 ロー タリーエハ'ホ.レ
ターー で 減 圧濃 縮 し、 中 途 で純 水 を加 え最 終 的 に1000倍～2000倍に濃 縮 した(試 料②
～⑭) 。
③構 造活 性 糸
BlueRayon(フナコシ薬 品製)
岡 山大 学 薬 学部 早 津 研 究室 で開 発 さ れ た樹脂 で あ り、Blueの色 素 はトリスルホ銅 フタロ
シアニソを レー ヨンに 共有 結 合 で固着 した もの で あ る。 主 と して多 環 芳香 族 化合 物 で 環 を
3個 以 上 持 つ もの を選 択 的 に強 く吸着 す る。BlueRayonは自然水 域 中 で河 川 中 に
吊 して物 質 を 吸着 す る方法(懸 垂 法)が と られ る こ とが 多 いが、 こ こで はカ ラム
中 に充 填 し、 サ ン プル を通 水 した。
BlueRayonO.5gを10mLシリンゾ に充 填 し、 これ にサ ン プル20Lを20mL・min-1の
流速 で通 し、 アソモニア:メタノール(1=50)に樹 脂 を いれ30分間振 とう して 吸着 物 質 を脱 着 し
た。 これ を2回 繰 り返 し、 溶 媒 をエパ ホ.レーター で減 圧 濃 縮 し、 中途純 水 を加 え、 最 終
的 に1000倍の濃 縮 液 をつ くっ た(試 料 ③⑤)。
謹
分 子量 分画 法 はSephadexG-25およびLH-20ゲル を用 い、 こ れ をガ ラス カ ラム に
充 填 した。 こ れ にサ ンプル を通水 し、 分画 した サ ン プル をフラクションコレクター で分取 した。
分 画 サ ンプル はE223、E26zおよびTOCを測定 し、 オ ゾン処 理 に よ る分 子量 分画 と比
較 した。 分 子 量 分 画 に供 した の は試 料⑤ で ある。
ま た他 の分 画法 と して には薄 層 如 マトグ ラフィ(TLC)を適 用 した。TLCは最 初、 分 析 用
と して逆 相 スホ.ットフィルムC18シリカゲ ル(東京 化 成)を 用 い て展 開 した。 展 開溶 媒 はメタノー
ル:水=1:1とした。 つ い で分 取 用 のTLCとしてRP-18F254s,1mm(Merck)を用 い、
濃 縮 試料0.1mLを 滴 下 し、 同 じ展 開 溶 媒 で展 開後、 各 画 分 をか き と り、 各 々 をメ
タノールで再 抽 出、 加 温 して 各画 分 を水 に置 換 して0.1mLと した。 分画 に供 した の は
試 料⑦ ～ ⑫ で あ る。
2-2-5遺伝 毒性 試 験 法
遺 伝毒 性 試 験 法 には、 第2章 で示 したμ型 テ ス トを採 用 して い る。 但 し試 水 に着
色 してい る場 合 は、 反 応 後、 遠心 分 離 して上 澄 を除 去、 菌 体 を洗 浄 後、 生 理 食 塩
水 に懸濁 させ てか ら、 β一galactosidase活性 を測 定 した。
2-3各 試 料 の水 質 値
各 試料 水 の 水 質値 を表5-4に示 す。 水 温 は オ ゾ ン処理 時 に は20℃に調 整 して あ る。
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表5-4各 試 料 の処 理 水 の水 質値













⑪ 流 入 水A17.07.27095705235
⑫ 処 理 水A17.57.05914108
⑬A13。47.685.625-16
⑭A13.47.44152816ユ2
2-4濃 縮 法 と 有 機 物 の 吸 着 効 率
減 圧 濃 縮 の 有 機 物 収 支 の 結 果 を 図5-1(試 料 ① ⑥)に 示 す。 左 側 に は 処 理 水 原 水
を、 右 は そ の オ ゾ ン 処 理 水 の 構 成 を 表 して い る。 そ れ ぞ れ の グ ラ フ 中 の 数 字 は 全
有 機 物 量 を100%とした と き の ハ㌧ セソテー ジ を 表 して い る。 こ れ ら の 図 よ り未 回 収 分 は
減 圧 濃 縮 に よ り揮 発 し た もの と考 え ら れ る。 こ れ ら の 図 よ り概 ね60%以 上 の 有 機 炭
素 が 捕 捉 さ れ、 濃 縮 さ れ た こ とが わ か る。







未 回 収 分2914
00
① ⑥ ⑥ ① ⑥ ⑥
A処 理 場A処 理 場B処 理 場AAB
図5-1減 圧 濃縮 に よ る有機 炭 素収 支
図5-2に はXAD2樹脂 とBlueRayonの吸 着 結 果 を 示 し た(試 料 ② ③ ⑤)。 図 中 未 吸
着 分 は 吸 着 さ れ ず に 樹 脂 を通 過 し た 量 を表 して い る。 ま た ゾ ク叩 メタン、メタノ ルー、アソモニア
ーメタノー ル画 分 は 同 様 に 濃 縮 ・脱 着 を 経 て 回 収 さ れ た 画 分 を 表 す。 本 図 よ りXAD2樹脂
で は 原 水 中 のTOCの56%が、 ま た オ ゾ ン 処 理 水 で は16%が吸 着 し た。 こ の う ち ジ 如 ロ
メタン画 分、 メタノ ルー画 分 と して 溶 離 ・回 収 し得 た の は、 原 水 で 各 々7%、4%、 オ ゾ ン処
理 水 で5%、2.5%にす ぎ な か っ た こ と が わ か る。XAD2樹 脂 に よ る 下 水 中 有 機 物 の い
わ ゆ る 疎 水 性、 弱 疎 水 性 物 質 の 回 収 は 高 々 全 有 機 物 の10%程 度 で あ っ た こ と が わ か
る。 この よ う な 結 果 は、 中 室 らの 結 果 に も示 さ れ て い る13)。
ま たBlueRay。nでは、 最 終 的 に 回 収 で き た 有 機 物 はTOCで全 量 の7～8%程 度 で あ
っ た。 こ れ は こ の 構 造 活 性 糸 が3環 以 上 の 多 環 芳 香 族 化 合 物 を 選 択 的 に 吸 着 す る
こ と に よ り全TOC量 の う ち、 そ れ が 占 め る割 合 が こ の 程 度 で あ る と考 え て よ い こ と
を 示 して い る。
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② ③ ⑤ ③ ⑤
A処 理場A処 理場A処 理場AA
XAD2吸 着 プ ルーレイヨン吸 着
図5-2XAD2,BlueRayon濃縮 によ る有 機炭 素 収支
図5-3に はSep-pakカートリッジ に お け るTOC吸着 ・回 収 の 結 果 を 示 し た(試 料 ② ③ ④
⑤)。 図 よ り、 原 水 で 吸 着 し た割 合 、 即 ち 全 量 一 未 吸 着 分 は22～68%、 こ の う ち シ
"如 ロメタソ画 分 が2
.5～15%、メタノー 1晒分 が4～29%と な っ て い る。 一 方、 オ ゾ ン 処 理 水
は 原 水 に 比 し て 若 干、Sep-pakによ る 吸 着 し た割 合 が 低 く、19～5脳 で あ る。 この
こ と は オ ゾ ン 処 理 に よ り、 よ り有 機 物 の 親 水 性 が 増 し、Sep-pak樹脂 に 吸 着 し に く
く な っ た た め か も しれ な い。 こ の う ち、 シ'如ロメタソ画 分 は4～8.5%、メタノー ル画 分 は1.
4～21%であ っ た。
処 理 水 原 水 オゾ ン処 理 水
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図5-3Sep-pak濃縮 による有機炭素収支
これ らの値 は前 述 の 減 圧濃 縮 に比 べ る と、 減 圧濃 縮 が 有機 物 の種 類 と して はよ
り多 くの 物質 を 回収 してい る と考 え られ る もの の、 濃 縮 倍率 と して は樹 脂 吸 着 に
よ る有 機炭 素 の 回収 が はる か に高 いこ とが わ か る。 この よ うに濃 縮 は、 その 濃縮
試 料 の使 途 目 的 に応 じて 濃縮 法 が 選択 され るべ きで あ る と考 え る。 本論 で は以上
に示 した デ ー タ よ り遺 伝 毒性 試 験 に供 す る ため に疎 水 成 分 を 抽 出す る とい う点 で
はSep-pak樹脂 が 比較 的優 れ て いる と考 え られ る。 遺伝 毒 性、 変 異原 性 に は弱疎 水、
疎 水 性 画 分 が多 い と い う定説 に基 づ い て、 この 結果 よ り特 にSep-pak一メタノール抽 出画
分 が 優 れ て い る と考 え られ る。 ま たSep-pak樹脂 は 他 の 吸着 樹 脂 に比 較 す る と、 カ
ートリッゾ タイプ で取 扱 が は るか に簡 単 で あ る。XAD樹脂 の よ うに溶 媒 に よ る洗 浄 を繰 り
返 す 必 要 はな い。 ま た処 理場 の現 場 で の対 応 も可 能 で大 量 の 水 を数mLのカー トリッゾ 内
に収 め る利点 を有 して い る。
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2-5遺 伝 毒 性 端
x陽 性ライン試 料 ①
のA処 理 場 処 理 水 お よび ロ2
そのオ ゾン処 理水 の減圧濃縮試料 ≧ 圏 処理水原水
錨,鷲 難 を臨 無 韓:ロ オ・拠理水
とんど遺伝毒性は認 め られない。 遷1
こ れ は 減 圧 濃 縮 の 濃 縮 倍 率 が20倍 按
と低 く、 そ れ ぞ れ 投 与 し た有 機 炭 蛾 陽性,、ン
素 量 は 試 験 菌 懸 濁 液 中 で 高 々7mg・ 翻鰍
L層1と6mg・L-1であ り、 有 機 物 濃 度(送 入オゾン濃度73。go,・L-'
が 低 す ぎ た た め、 陽 性 が 検 知 で き 反応8'6分)
な か っ た 可 能 性 が あ る。 図5-4試 料 ① 型 テ ス ト結 果
次 に 図5-5に お い てA処 理 場 試 料
② に お い て は、XAD2に よ る ゾ クロロメ 。2㌦ 陽性 ライン
タン画 分、 メタノ ルー画 分 に は 陽 性 は 検 知 ＼ ジ鷲 ロうタンメタノ.ルジ禰 ン メタノール
く1
で きな か った。 これ ら もXAD2によ
り回収された有機炭素量が1800倍 毒o
の 濃 縮 で も ジ 如 ロメタン画 分 で13mgC(単1
処理 水 原 水)、4。gC(オ ゾン処 理 委
水)・ ま た メタノ緬 分 で ・・gC(処理 理2妬 蕎性…
水 原 水)、2mgC(オ ゾ ン 処 理 水)
と比 較 的 低 濃 度 で あ る こ と に よ る 國 処理水原水
の か も しれ な い。 ロ オゾン処理水
一 方 、Sep-pakC18によ る ゾ 如 ロメ(送 入オゾン濃度60・903●L-=
タソ画 分、 メタノ ルー画 分 は 一Sgmixでは ほ 反応16分)
鷹 鶴 灘 轍1ヌ購 蕊 図卜・ 試料② 型テスト結果
照 の 約2倍 と い う比 較 的 強 い 陽 性 が 認 め られ
た。 こ れ はTOCで み る と71mgCの投 与 で あ る。10 .seP層Pak〔 〕処理水原水
この 遺伝 毒 性 はオ ゾン処 理 を施 す こ と によ っgシ 卿メタンメ鉢ル ロ ォゾン処理水
て約6分 の1、 対 照 よ り も低 い状 態 に まで減3
じる こ とが で 乱 。。2伽1陽 性…
　 ヒニヤ ひ
灘 鰍 灘 簾1轡 フ磐
p-pakのメタノ ルー画 分 に 一Sgmix、+Sgmixとも に 対ii:i陽 性ライン
照 に 比 べ て 強 い陽 性 を 認 め る こ と が で き た。+S9・ixiii… 送入が ン濃度61㎎0・'L-1
こ れ ら は オ ゾ ン処 理1・よ ・ て 一S9… で は 未 だ1
。 …・ 反応15分
完全 に陽 性 は 消滅 しな い もの の、+Sgmixでは
対照 程 度 に減 じる ことが で きた。 ま たBlueRll
ayonで回 収 した成 分 に関 して は陽 性 を認 め得 図5-6試 料③ 鯉 テス ト結果
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な か っ た。
図5-7に はA処 理 場 処 理 水 試 料 ⑤ の1000倍 一sgmix
ll騰繍 繍 轍 罫轟 篶謝筥灘業
Sgmixのも の で あ り、 図5-6の 結 果 と 同 様 な 頻1
傾 向 を示 した.こ こで もオ ゾ ン処 理 に よ り 蓬 、
遺 伝 毒性 は減 じて い る.ま たBlueR・y・nで.s9。 、、 陽性ライン
は陽 性 を認 め られ な か った。 送入オリ●ン濃度46㎎03'L"1
以 上 の結 果 よ り、 処 理 水 中 に は遺伝 毒 性 反応1。分
物 質 を含 む と推定 さ れ る。 ま た+Sgmixでよ 図5-7試 料⑤ 型 テス ト結果
り強 く陽性 が 検知 で き る こと よ り、 肝 酵 素 チトクロームP450等に よる代 謝活 性 化効 果 が
み られ る こ と にな る。 また こ の遺 伝毒 性 物 質 は オ ゾ ン処 理(送 入 オ ゾ ン40～60m
gO3・L-1、ガ ス流量0.5NL・min-1、接 触 時 間10～15分)で、 その 毒性 を減 じ、 溶
媒対 照(A/B・1のライン)とほぼ 同等 あ る い はそ れ以 下 に 低減 す る ことが で き た。
試 料 ⑦ ⑧⑨ ⑩ の 処 理 水 中の 遺伝_試 料⑦ 試料⑨ 試料⑧ 試料⑩
季搾繍 ∬器 瓢 歪1蠕一 一 鷲一 一
繋 欝 欝ll毒難幕薪1
の2倍 値 で あ る。 投入Toc希釈倍率
時酷 畿 禁罐 騰 間捕 ㎜ 一…S-・-x・ 一・
なumuDC遺伝 子 の 誘発 をみ る と図5量 脚 ㎜
薫ll膿 麟 萎解」凡 ●箋..・
鵬 反 応 を ・ 時 間1・設 定 し て 実qo1/鴇1/311彰 ♂/3101/π/1/3111邦1/3、
施 した。 図 よ り、 い ず れ の 場 合 も 投入TOC希釈倍率(1・240皿gC・L幽1)
試 料 の 投 与 量 が 増 加 す る に し た がA処 理場B処 理場
い 遺 伝 毒 性 が 増 加 す るdoserespo図5-8A,B処 理 水 の遺 伝毒 性
　のむ 　　む
nseが得 られ て い る。 投入 潰縮試料9
A処 理 場 に お い て は、 試料 ⑦ と 冨4・!§
鰹 灘 撫 馨講 綴 》.。1。 .藩
灘 籠撫 甚篇 強膵.君 … ・1
陽 性 閾 値 の2倍 か ら3倍 を 示 した。




一 致 して お り、A処 理 水 中 に は代 謝 活性 系 で ㌔ 試料⑪ ⑫
遺 伝毒 性 陽 性 を示 す も のの存 在 す る こ とが 示 ぎ 流 入水 処 理水
唆 され た。 自10000
一 方、B処 理場 の処 理 水 に お い て も、 試 料 ・量800 -sg。i,
⑧ に は 一Sgmix系に若 干 の陽性 が み られ た。 ま 帽600
た試料⑩には代謝活性撫 両系で陽性力備 暮 …O。
に一Sgmixで強 く見 い だ さ払 陽 性 閾 値 の約5患2000000
倍 の 値 を 示 し た。 毒01/z11/31加1/3
図5-10には 試 料 ⑪ ⑫ よ り、A処 理 場 の 最 初 ↑1/911/91
沈殿池流出水と処理水の遺伝毒性の比較し生 ぎilll●一
物処 理 の 効 果 をみ て い る。 図 よ り原水 中 に強 詣1000
い毒 性 が 示 され て い る こ とが わ か る。 しか し{}80。.sg。 、,
なが ら処 理 水 中 の遺 伝 毒 性 は減 少 し、-Sgmix豊600
で 約1/3、+Sgmixで約1/7に な っ て い る。 こ の §400
繍 諾 羅 雛 灘 £:麓嚢屡 讐1・噌 ・Q-・●q1/271/31/271/3
る 。1/911/91
上記で検知できた遺伝毒性陽性の成分が、 響轟野誘齢サ誘
工場排水 由来の生物難分解性 の有機物 のもの 図5-10流入水と処理水の
と推定す れば、 工場操業が休業 となる週末 に 遺伝毒性の比較




図 よ り、-Sgmixの系 で は、 金 曜 投 入TOC・360mgC/L
日以 外 は ほ とん ど陽 性 を検 出 しえ 図5-11一週間の処理水中の遺伝毒性
な か った。 一 方 の+Sgmixの系 で は
ほ ぼ毎 日陽性 が検 出 され て い る。 土曜 日、 日曜 日に は他 の曜 日よ り も若 干 遺 伝 毒
性 強 度 が 減少 して い る こ とか ら、 検 出 され た遺 伝毒 性 成 分 が 工場 由来 の もの で あ
る こ とを 疑 わせ る よ うなパ ター ン とみ られ る。 しか しなが ら、 この土、 日曜 日 に
毒 性 が 全 く消 失 したわ けで はな く,、他 の 日常 的 に排 出 さ れて いる 物 質 の原 因 で あ
る こ と、 た とえば し尿 の よ うな ものが 原 因 とな って い る こと も考 え られ る。
以 上 の よ うに、 下 水 中 に含 まれ て い る と考 え られ る遺 伝 毒 性成 分 は、 生 物 処 理
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で あ る程 度 除 去 可 能 で あ る もの の、 な お処 理 水 中 に残 存 し、 処理 水 に対 して 高度
処理 の必 要 性 が あ る と考 え られ、 以 上 の項 中で 示 した よ うに オ ゾ ン酸化 が効 果 が
あ る ことが わ か っ た。
2-6分 画
2-6-1分子 量 分 画
SephadexG-25ゲルを用 い てゲ ルろ過 を し、 原 水(2次 処 理 水)と そ の オ ゾ ン処
理水 中 の分 画 を試 み た。G-25ケ'ルに よ り分 画 しうる分 子 量 は ほぼ1000か ら5000程
度 で あ る。
図5-12には試 料 ① の原 水 とそ の オ ゾ ン処 理 水 の 分 画結 果 の うち、E22巳とE266を
示 して あ る。 図 よ りE260でフ'ルーテ'キストラン(分 子量2,000,000)が示 したフラクションNo.42
(溶出液 量420mL)付近 に原 水 で は ピー ク を生 じ、 ま たビタミンB12(1355.6)がピー ク
を示 したNo.70～90(溶出 液量700～900mL)にか け て も分画 成 分 が認 め られ た。 こ
の うちNo.42の分 子 量 が5000以上 の 比較 的高 分子 の 画 分 は、 オ ゾ ン処 理 を施 す こ と
によ って消 滅 して いる ことが わか る。 しか しなが らNo.70～90の成 分 は若 干減 じて
いる にす ぎ な い。
E226は主 と してNO3のよ うな物 質 を分 画 す るの に測定 され た が、 オ ゾン処 理 によ
りこの ピー ク は増加 して いる。 つ ま り硝酸 イオ ンの よ うな220nm付近 の波 長 に大 き















流 出 流 量(mL)
図5-12試 料 ① 分 子 量 分画
キャリァー に メタノー ルを 用 い た た め 分 画 した 試 料 中 の 有 機 物 量 を定 量 す る こ と は で き な
い。 そ こ で 原 水 のSep-pakC18吸着、MeOH画 分 に 関 し、LH-20で分 画 し た 各 分 画 試 料
に つ き、 そ の 変 異 原 性 を 知 る た め に 劃 テ ス トに 適 用 し た。 結 果 を 図5-13に示 す。
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これ らの画分の うち、 」型 テ
繍 醗 灘 鰍 礫 懇_プ ルー テ・… ラン ピ タミンB・2-S9…
され た。 以 上 の結 果 よ り、 蜘 陽 性 ライン
難 繋鱒罪 一





2-6-2薄層 クロマトグラフィ(TLC)によ る分 画
2次 処 理水 中 に残 存 した と考 え られ るSep-pakC18、メタノール画 分 有機 成 分 を分 画 す
るた め 薄 層如 マトグ ラフィを適 用 した。
まず、 処 理 水 の 濃縮
試 料 の分 画 に適 したT
LCプ レー トの種 類、
並 び に展 開溶 媒 を決定
す る ため に、0.25mmのo⑦A
分 析 用 のTLCプ レー
ト数 種類 につ いて 検討
した。 そ の結 果、 可視 。。 ⑨A
光 線 下 で比 較 的 画 分 を
きれ いに分 け られ たの
は、 東京 化 成 工業 の薄 ま ⑪A
層 如 マトグ ラフィ用 逆 相 スボ
ットフィルムC18シリカケ●ル(5x1
0cm,0.25mm)で、 展 開 一 恥 刈 甫 お ⑧B
溶 媒 はメタノ→レ:水=1:
1の溶 液 を用 い た。
こ のTLCプ レー ト_N切 。。 嵩 ⑩B
上 に、 試 料 を 一滴 滴 下
し、 密 閉 した ガ ラ ス容
器 中 で展 開 した結 果 が
図5-14であ る。 図 よ り、o、020304050607080
各 画 分 のRf値(移 動(1㎜)
薫か獅 搬 霧 図卜14処理水の・・C分画
トの中心 までの距離/
原点か ら溶媒 の浸透先端 までの距離)が 計算できる。 このRf値 は物質 の判定基
準 とな り、 同 じTLCプ レー ト、 展開溶媒、 展 開条件 ならば 既知物質 の同定が
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可 能 とな る。
A処 理 場処 理水 の 試 料⑦ ⑨ ⑪ のTLCプ レー トを可視 光 線 下 で比 較 す る と、3
日間 で 同 じRf値 を有 す る画 分 が い くつ か あ った。 そ れ らを実線 で結 んで み た。
試 料 ⑦ のNo.6、No.10、No.14、N。.16、No.17、No.18はい ずれ も試 料 ⑨及 び⑪ の
同 じ位 置 に もほ ぼ 出現 して い る。 この こと よ り同処 理場 で同 時刻 に は、 ほぽ 同 じ
成分 が 流 入 して い る可 能 性 が強 い こ とがわ か る。
同様 に試 料 ⑧⑩ のB
処 理場 のTLCプ レー ⑮A
トを比較 す る と、 これ 磁9
ら もほ ぼ 同 じRf値 を
有 す る可 視 光 線 下 の成
分 が 両 日の間 に存 在 す6蹴 ・
る。 試料 ⑧ のN。.5、N。
.8、No.9、No.13、No.
15は試 料 ⑩ の プ レー ト
上 に も出現 して い る。 窃一 勘'
図5-15には、 試 料 ⑭
の一 週 間 のA処 理 場 処
理 水 の濃 縮試 料のTL畠 ㎞ 一
Cプ レー トを 示 した。
金曜 日のTLCプ レー
トのNo.7、Noj2、No.6TUe.
20は一 週 間、 同一Rf
値 で 出現 して お り、 休
日に もか か わ らず、 処8鳳
理場 に流 入 して き た成
分 と考 え られ る。 また
金 曜 日のNo.17、No.196血 、.
は、 金、 土 曜 日そ して
火、 水、 木 曜 日の み 出
現 した。 これ はサンプ リン
繋 野 鍵 轟o予02.30如5060η 品)
の成 分 は市 内 で 夕刻 か 図5-15一 週間の処理水のTLC分画結果
ら夜 中 に か け て放 流 さ れ た もの と考 え られ、 平 日に流 入 して くる成 分 とみ なせ る。
以上 の5成 分 は前 記 試 料 ⑦ ⑨ に も ほぼ 同Rf値 の成 分 と して検 出 さ れて お り、 常
時、A処 理 場 に流 入 して くる成分 とみ なせ る可 能性 が高 い。 一 方、 日曜 日、 月 曜
日は その 前 日 に放流 さ れ た ものが 示 さ れ て い る爪 他 の 平 日と異 な るの は 日曜 日
のNo.11とNo.12の成分 で あ る。 この よ うに土、 日曜 日は工 場排 水 量 は減 じて い る
と推 察 で き る もの の、 そ の成 分中 に は、 一 週 間 通 じて共 通 と思 わ れ る もの も含 ま
れ て いる こと がわ か った。
逆 相 シ リカ ゲ ルC18でメタノ→レ:水=1:1で 濃 縮成 分が 展 開 で き る こ とが わ か っ
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た の で、 この 成分 を抽 出 す る ため に、 厚 さ1mmのTLCプ レー ト(Merck,RP-18
F254s)を利 用 した。 濃 縮 試 料0.1mLをTLCプ レー ト上 に滴 下 し、 メタノール:水=
1:1溶 液 で 展 開、 乾 燥 後、 各 々の画 分 を削 り落 と した。 各 々 にメタノールを加 え、 画
分 を抽 出 し、 温浴 中で 減 容 して、 最 終 的 に は純 水 に 置換 し、0.1mLとした。 この画
分 を塾 テ ス ト+-S9両系 で、 反 応時 間4時 間 で試 験 した。
A処 理 場 試 料⑨ 処 理 水 の結 果 を図5-16に示 す。 上 段 に菌 体 濃 度 を示 すOD6四 を、
下段 に遺 伝 毒 性 β一galactosidaseが示 され てい る。
■ べ3go岱
● 耐o一 ε9 ● ●
琶 　　 　 　 ヱ 　 　　す 　
薯2● ●"●'・ ・ 藝1・ ●・-1
...…3・...…1.・ ・ ・ ・ …..・::8♂.・
00
量oo舅 ㎜ ・ 。.・
疑:・≡・♪.:i∴ 縁 ぎ1・… ∵ ∵-
qO。 」 〇
-Nり 凸u1-Nω 凸 い 刈 。。
一 〕 凸 いm、 。ロ 、。δ 鵡 二 、」 ω
図5-16試料⑨TLC分 画の遺伝毒性 図5-17試料⑩TLC分 画の遺伝毒性
い ず れ もコントロー ル系 と同 等 も し くは そ れ以 下 の値 で あ り、 混 合 試料 で強 い 陽 性 を示
して い た もの が、 分 画 す る こ とで分 散 した もの と考 え られ る。
相 対 的 な値 で比 較 す るな ら ば、 試 料 ⑨ の 一SgmixではNo.2、No.4、No。7、No.14が、
+SgmixではNo.2が比 較 的 β一galactosidase活性 が高 か っ た。
B処 理 場試 料⑩ の分 画 成分 を図5
鞭輔謙難 禦
を示 す もの と考 え られ る。
謬00+Sgmix
瓢 纂i難ξ難≒奪諜
ゾ ン量 に対 して 検 討 した。 図 中の 実 消費オゾン㎎03/初期TOC㎎C
線 は 遺伝 毒 性 陽 性 を示 す β一galact図5-18試料⑬ 処理水中遺伝毒性
のオゾン処理
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osidase値で あ る。 遺 伝 毒 性 は 無
オ ゾ ン処 理 水 で は、 陽 性 閾 値 のRP-18(Me「ck)
2～3倍 値 を 示 して い るが 、 オ
ゾ ン の 消 費 量 が 増 加 す る に つ れ ご
て 減 少 す る。 代 謝 活 性 有 無 両 系 ⑨A
と も、 ほ ぼ0.5mgO3・mgC-1のオ ゾ
ン 量 でSep-pakC18のメタノー ル画 分 中
い
にみ られ た遺 伝 毒 性 陽 性 は、 消 ⑩B
失 す る こ とが わ か る。
処 理 水 の持 っ遺 伝 毒 性 が、0.
5mgO3・mgC-1程度 の オ ゾ ン消 費
量 で 消 失 しう る こ とが わ か っ た
の で こ の 程 度 の 消 費 オ ゾ ン 量010203040506070(。 遥1
で処 理 した処 理 水 を、TLCで
分 画 し、 どの成 分 が 消 失 したの 図5-19オ ゾン処理水のTLC分画結果
か を検討 した。 結 果 を 図5-19に示 した。RP-18ゲルで はA処 理場 の 場 合 に は、No.1
3、B処 理場 はNo.5のみ が 可視 光 下 で観 察 で きた。 他 の成 分 はほ とん ど消 失 した こ
とが わ か る。
2-8ま とめ
本 節 で は、 都 市 下 水 に含 まれ て いる 遺伝 毒 性 物質 をμ型 テ ス トを用 い て検 討 した。
以 下 に得 られ た成 果 を 示す。
① 都 市下 水 処 理 水 中 の有 機 物 を濃 縮 して 回収 す る簡 便 法 を選 択 す るため に、 既 往
の 濃 縮法 を検 討 した。XAD2樹脂 吸 着、BlueRayon吸着 及 びSep-pak樹脂 吸着 で そ の
有 機 炭素 の回 収 率 よ り、Sep-pakC18のメタノー ル脱 着 画 分が4～29%と比 較 的高 い回 収率
を示 した。
② こ れ ら各 種 吸 着法 の 濃 縮成 分 を、 型 テ ス トに適 用 した と ころ、 遺 伝毒 性 陽 性 は
Sep-pakのメタノー ル画 分 で 強 く検 出 され、 特 に+Sgmix系で よ り強 く検知 され た。 この
こと は都 市 下 水処 理 水 中 に残 存 して い る有 機物 中 に は遺 伝 毒 性 を示 す 様 な成 分 が
含 まれ て いる こ とを示 され た。 この様 な回 収 に はSep-pakC18樹脂 が比 較 的有 効 で
あ り、 また操 作が 簡 単 で あ る こ とが示 され た。
③ 調 査 した処 理 場 では 一週 間 通 して処 理 水 中 に遺 伝 毒性 が 検 出 さ れ.日 常 的 に都
市 下 水 中 に流 入 す る可 能性 の あ る有 機 物 に 由来 して いる こ とが示 唆 され た。 この
こ と は、 薄 層 如マトグ ラフィを用 い た分 画 した成 分 中 に も一 週 間通 して、 同 じ成分 と考
え られ る もの が 存 在 した こ とか ら も類 推 さ れ る。
④ 遺 伝毒 性 を示 した有 機 物 は、 都 市 下 水 中 に含 まれ て い た と考 え られ.曝 気 槽 流
入水 中 に も検 出 で きた が、+Sgmix系で 約1/7と、 生 物 処 理過 程 で あ る程 度 減少 して
い る ことが わ か った。
⑤分 子 量 分 画 の結果 か ら、 遺 伝毒 性 成 分 は分 子 量5,000以上 の比 較 的 高 い成分 で あ
る。 オ ゾ ン酸 化 に よ りその遺 伝 毒 性 成 分 は、 処 理水 の有 す る有 機 炭 素量 に対 す る
消 費 オ ゾ ン量 で、 約0.5mgO3・mgC冒1で消 失 しうる ことが わ か っ た。
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第3節 し尿 中の遺伝毒性の検索 と制御
3-1概 説
本章の第1節 で も指摘 したように、 ヒ トふん便中に存在す るような加熱食品中
の多環芳香族炭化水素、 あるいは体内で代謝された化合物が強 い遺伝毒性 を有す
ることが知 られつつあ る。 それ ら物質が混入 している都市下水処 理場 では、 日常
的 に処理水中にお いて も遺伝毒性 を有す る物質が検 出されることは前節 で述べた。
本節ではそのヒ トふん便 を主 として生物学的処理 を しているし尿処理場におい
て、 生物処理水中に残存 して いる有機物の遺伝毒性 を検討 し、 さ らに処理場 の処
理方 向について各々の試料を濃縮 した。 ヒ トふ ん便中 に遺伝毒性物質が含有 され
てい るとすれば、 処理 が進行するに したが い、 消長 して い く過程 を追跡 した。
3-2実 験方法
3-2-1採水
試料はC,D2つ の し尿処 理場 にお いて採水 され た。
C処理場 においては生物学 的処理 を施 した後、 活性汚泥の固液分離にUF膜 処
理を適用 している。 試料 はこのUF膜 処理水を1990年2月と1991年8月に採取 した。
D処理場 においては、 処理場 の処理方 向に したが い、1992年7月に2回 採水 した。
採水箇所 は①生 し尿② 除さし尿③生物反応槽混合液④脱離液⑤脱水槽分離槽⑥凝
集沈殿上澄水⑦砂 ろ過水⑧活性炭処理水である。


























試 料 の濃 縮 には、 ま ず採水 した試 料 に 固形 物 を含 む 場 合 に は、 これ を3000r叩、
10分間遠 心 分 離 し、 そ の上澄 を東 洋 ろ紙5Aでろ 過 し、 さ らにそ の ろ液 を東 洋 ろ紙
5Cでろ過 し、 溶解 性 試 料 と した。 この溶 解 性試 料 はSep-pakC18樹脂 にて その 含有
有 機物 質 を吸 着 した。 通 過速 度 は20mL・min『1であ る。 吸 着 した有 機 物 はメタノー ルにて
2mL・min-1の速 度 で 脱 着 した。
遠 心 分 離 した固形 物 は、 固形 性 試料 と して これ にゾ クロロメタンを1日 の割合 で いれ、
茄型 フラ ス コ にて振 と う し、 固 形 物 中 の疎 水性 物 質 を液 液 抽 出 した。 ただ し、 ①
生 し尿 以 外 の ②③ ④ はゾ クロロメタンに 溶解 し、 抽 出 で きな か った。 これ らは固形 物 そ
の ものが 疎 水 性 に近 くな って い る と考 え られ る。 液 液抽 出 した有 機物 は、 ロー列 一エ
パホoレーター でジ クロロメタンを蒸 発 させ、 乾 固 した 有機 物 にDMSOを添 加 した。 以 上 の濃 縮
試料 の作 成 と濃縮 倍 率 を まとめ て表5-6に示 す。
3-2-3遺伝 毒 性 試験 法
前 節 と 同様、 型 テ ス トを適 用 した。 た だ し試 料 はほ とん どが着 色 して いる た め、
試験 菌 との反 応後、 これ を遠 心 分離 し、 菌 を生 理食 塩水 で洗 浄 したのち、 生 理 食















3-2-4オゾ ン処 理 の 適用
処 理 に用 い た装 置 を図5-20に示 す。 反 応 器 は容 量3Lの ガ ラス製 セハoラプル型 で、
槽 内 の槻 はん に はマグネティクス外 ラー を 用 い た。 オ ゾ ン発 生 器 は富 士 電機 製 無声 放 電 式
FOPX-40型で 高 純 度酸 素 を酸素 源 と した。
試 水 はC処 理 場 試 料 で 回分 式 で処 理 した。 試 水2Lを 反 応 器 に いれ、 送 入 オ ゾ
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ン濃 度 とガ ス量 を設定
した後、 オ ゾ ン曝 気 を 三加 ック 三方コック
開始 し、 経 時 的 に、 試
水及 び排 オ ゾ ン トラ ッ 流量 三加 ツク
計 、
プ内 の、2%KIを採 取 し
為ウ鵜 鑓鱈醗入 ○ … 」
して、 溶 存 オ ゾン を消 」
費 さぜ 空 茎 曝 気 し・ 縣 獣 犠 隻蕎 製 送入・ヅ・ ・駆1トラヲ・
有 機 物等 の測 定 に 供 しF。RX-4。 型 濃度測定装置
た。 反 応槽 内 で消 費 しpHORP
たオ ゾ ン量 の算 出 は前 電極 電極
節 で示 した もの に従 っ
た。.
オ ゾ ン処 理 反応 条件 ㌔
を表5-7に示 す。 反 応 の 02XK1ト ラヲフ。
パ ラメ ターは 、 送 入 オ ゾ ン..
濃 度、 及 び 送 入 ガ ス 流^
量 で あ り、 そ れ ら を 表""
の 縦 横 に 記 し、 表 中 に マク'ネチツクスタ　ラ　ユニチカ製
は 反 応 時 間 が 示 さ れ てHS.200型
い る。
図5-20オ ゾ ン反 応 装 置













実 験 に 際 し、 測 定 表5-8測 定項目
した項 目、 及 び そ の
方 法 を表5-8に示 す。 測定項 目 測定方法
着 色 の指 標 に は、 しpH東 亜電波工業製pH電極GST-5311C
尿処 理 水 中 の 黄色 お 水温 同上
よぴ赤色を主として 雛 魑 素 騨 罪 謹
代 表 す る も の と し て 、 硝 酸 及 びN-(1一 ナフチル)一エチレンシ・アミン肋 ファニル酸 法
OD4協 お よ びOD500を 亜 硝 酸 性 窒 素(フ'ラ ン{'社 製 オー トアナラィザ ー)
各 々選 ん 鵡 またB・llll:分 光光度計 鱒uv-、4。
Dは生 分 解 性 の 指 標 とOD。6。
して 測 定 し た。TOC島 津TOC計TOC-5000BOD下水試験方法に準拠
3-3し 尿 中 の 色 素 、 難 分 解 性 成 分 の オ ゾ ン 酸 化 に よ る 除 去
3-3-1消 費 オ ゾ ン 量 に対 す る 色 素、BODの 挙 動
単 位 有 機 物 当 りの 消 費 オ ゾ ン量 は 回 分 式 実 験 の 場 合、 以 下 の よ う に 式 示 で き る。
(P,QGT-P。QGT-xV)/yV(1)
こ こ でPI;送 入 オゾ ン濃 度(mgO3・L-gas-1),P。;排ガ ス オゾ ン濃 度(mgO3・L-gas-1),
QG;ガス 流 量(L-gas・min-1),T;反 応 時 間(min),
x;溶存 オソ'ン濃 度(mgO3・L-liquid-1),V;反応 器 容 積(L),
y;有機 物 濃 度(mg・L-1iquid-1)
ま た 連 続 反 応 槽 の 場 合 、
((Pi-P。)QG-xQL)/yQL(2)
QL;液流 量(L-liquid・min-1)
吸 収 効 率 ζ=(Pi-P。)/P、で 定 義 す る と、(1)(2)は以 下 の よ う に 書 き 換 え ら れ る。
(PiQG(T/V)ζ一x)/y,(Pi(QG/QL)ζ 一x)/y
い ず れ も送 入 オソ'ン濃 度 とガ ス 流 量 で 決 め ら れ る 数 値 と な り、 操 作 因 子 と な る こ と
が わ か る。
図5-21に、OD41aの減 少 を、 単 位TOC当 り の 消 費 オ ゾ ン 量 に 対 し て プ ロ ッ ト した。
各 々、 原 水 のOD4田 値 を1.0と して あ る。 図 は ガ ス 流 量 を ハ.ラメ ターと し た も の と、 送
入 オゾ ン濃 度 を ハoラメ ターに した も の の 両 者 を 示 して あ る。 単 位TOC当 りの 消 費 オ ゾ ン量
に 対 して の 減 少 量 で あ る た め、 ど の 条 件 も ほ ぼ 同 じ様 な 減 少 曲 線 を 描 い て い る。
図 よ り約1mgO3・mgC-1の消 費 オ ゾ ン量 で、80～90%の 除 去 が 得 ら れ て い る が、 黄
色 成 分 を 示 すOD4田 値 の 場 合、 オ ゾ ン 処 理 に よ り消 失 し に く く、 残 存 、 も し くは 他
の 着 色 成 分 が 分 解 し た こ と に よ り生 成 し た こ と に よ り完 全 に 除 去 で き て い な い こ
とが わ か る。
一 方、 赤 色 成 分 を 示 すOD55臼値 の 場 合 を 図5-22に同様 に 示 す。 こ の 成 分 で は 約1
mgO3・mgC-1の消 費 オ ゾ ン 量 で 約90%以 上 が、 ど の 条 件 の 場 合 に も 除 去 さ れ て い る こ
と が わ か る。
BODに関 す る 同 様 の 関 係 を 図5-23に示 した が、 い ず れ の 場 合 も 約1mgO3・mgC-1で
原 水 の 約2倍 と な り、 ほ ぼ 平 衡 に 達 し て い る こ と が わ か る。
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この よ うに、 色 素成 分、BODとも に、 消 費 オ ゾ ン量 が約1mgO3・mgC'1となる 条 件
を達 成 す る こ とに よ り、 妥 当 な除 去、 あ る い は増 加 が 認 め られ る こ とが わ か る。
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図5-21消 費 オ ゾ ン 量 に 対 す るOD4田 の 変 化
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消費才ゾ糧 ・gO,・・gC-・ 消費オゾ糧 。gO、・mgC-1
図5-23消 費 オ ゾ ン量 に対す るBODの変化
3沼一2色 素 成 分、 難 分 解 性 有 機 物 分 解 の た め の オ ゾ ン 処 理 の 解 析
オ ゾ ン酸 化 は、 水 中 に 含 ま れ る で あ ろ う 有 機 物 質 に対 し て、 比 較 的 速 く反 応 す
る も の も あ れ ば、 緩 や か に反 応 す る も の も あ る こ と が 考 え ら れ て い る。 こ こ で は
宗 宮、 津 野 の 実 験 的 考 察 よ り得 ら れ た2段 階 反 応 を も と に し た数 理 モデ ルを 用 い16
)17)、UF膜 処 理 水 の オ ゾ ン処 理 に よ る 色 素 成 分、 難 分 解 性 有 機 物 分 解 の 解 析 を
試 み た。
対 象 と な る 有 機 物 質 と し て、 高 分 子 物 質Aと 、 そ れ が 分 解 さ れ て 生 成 さ れ る 低
分 子 物 質Bを 考 え た。 こ の2段 階 反 応 が、
kユk2
A→ → →B→ → →C
と 考 え、AがBに 酸 化 分 解 さ れ る と き、 α だ け 無 機 化 す る と し た。






L自,LB;A及びBの 有 機 物 濃 度(mg・L-1)
L;全 有 機 物 濃 度(mg・じ1)
k1,k2;A及びBの 分 解 速 度 定 数(mgO3・L-1・hr-1)
α;有 機 物 の 無 機 化 率(一)
x;溶 存 オゾ ソ濃 度(mgO3・ じ1)
ズ;飽 和 オゾ ン濃 度(mgO3・L層1)
KLa;総 括 物 質 移 動 容 量 定 数(hr1)
k3;自 己 分 解 定 数(hr-1)
b;単 位 有 機 物 除 去 当 り消 費 さ れ る オソ"ン量(mgO3・ 単 位 有 機 物'1)
い ま 対 象 と して い るUF膜 処 理 水 の 水 質 項 目で、 黄 色 成 分 を 示 すOD41gは、 前 述 し
た よ う に オ ゾ ン 処 理 に よ り分 解 さ れ る も の の、 黄 色 成 分 が 副 生 成 物 と し て 処 理 水
中 に 生 成 さ れ て い く経 験 に 鑑 み、A、B2成 分 の 存 在 を 仮 定 し た。 赤 色 成 分 を 示
すOD55日は比 較 的 容 易 に 分 解 さ れ る も の と して、A成 分 の み の 減 少 と 考 え た。 難 分
解 性 有 機 物 が オ ゾ ン酸 化 さ れ.易 分 解 性 と な る こ と で、BODが 増 加 す る こ と が 示 さ
れ た。 こ こ で は 難 分 解 性 有 機 物Aと し、BODで 表 さ れ る 生 物 分 解 性 有 機 物 をBと す
る。
以 下 に 諸 係 数 値 の 決 定 の 経 過 を ま と め た。
BODに関 し て は、 宗 宮 ら の 下 水2次 処 理 水 中 のCODcrのオ ゾ ン 分 解 に 関 す る 実 験


























図5-24K1の求 め 方 図5-25bの 求 め 方
口6
OD41臼、OD550のk1は、 式(3)よ り △U/△t・-k1Lqxと して △b/△tとL自xを フ.ロッ
トし、 そ の 傾 き よ り、 各 々 のk1を 推 定 し た。 図5-24に示 す 傾 き よ り各 々 のk1が 求 め
ら れ る。OD41gにつ い て はk1=73.2(mgO3・L-1・hr,1)、OD55日に 関 して は6(mgO3・L-
1・hr-1)が得 ら れ た。OD4田 のk2は 、CODcrの場 合 に 準 じ、k1の1/100程度 の 値 と な
る と し た。
単 位 有 機 物 当 り の 消 費 オ ゾ ン量bは 、 図5-25に示 した よ う に、OD416、OD55gに関
して は、 本 実 験 得 ら れ た デ ー タ よ り、 各 々460(mgO3・L-1・OD41ピ1),2800(mgO3・L
-1・OD55ピ1)と 求 め ら れ た。
さ ら にx'は 送 入 オ ゾ ン濃 度Pi(mgO3・レ1)と 、 分 配 係 数m,の 積 で 表 さ れ、
x.=m'Pl(7)
こ こ でm㌧ 一〇.012θ+O.553θ;水 温(℃)。
ま たKLaはガ ス 流 量QG(L・min冒1)の関 数 と して 表 現 さ れ、
KしaYQG3・82(8)
本 装 置 に お け る 実 験 値 よ り、Yニ4.48を 得 た。 以 上 の 諸 係 数 値 を 表5-9に ま と め て









そ こ で、 本 研 究 で 得 られ た 実 験 値 に 関 し、 こ れ ら の 数 理 モテ'ルを 適 用 して み た。
水 温 θ=13℃ 、 送 入 オ ゾ ン濃 度 約20～40mgO3・L-1、ガ ス 流 量1～5(L・min層1)で実 際
の 条 件 を 数 理 モデ ル式 群(1)～(4)に代 入 し、Runge-Kutta-Gil1(RKG)法で 差 分 計 算 を
施 し た。RKG法 は、 き ざ み 幅 の5乗 の 打 ち切 り誤 差 を有 す る 公 式 で あ る。 し た が っ
て き ざ み 幅 を 小 さ く と れ ば 極 め て 精 度 が 高 い が、 誤 差 の 式 が 複 雑 と な り、 計 算 に
時 間 を 要 す る。 そ こ で い くつ か の 試 算 の 結 果、 き ざ み 幅 は0.01時間 と し、30分 間
試 算 し た。 こ の よ う に してOD41臼、OD55日、BODの 値 を計 算 し、 測 定 し たデ ターと と も
に、 図5-26～5-30に示 す。 こ れ ら の 結 果 は、 各 実 験 に お け る 各 水 質 間 の 相 対 的 な
変 化 を う ま く表 記 し て お り、 測 定 値 と の 対 応 が 十 分 で な い ケ ー ス が あ る も の の、
お お よ そ の パ タ ー ン が 説 明 さ れ て い る。
本 実 験 で 得 ら れ た 諸 係 数 値 を 用 い て、 回 分 式 で のBOD、OD41臼、OD550及び 溶 存 オ
ゾ ン 濃 度 の 変 化 状 態 を、 送 入 オ ゾ ン濃 度Piを パ ラメー タに 試 算 し た 結 果 を 図5-31に示
して あ る。 こ こ で は ガ ス 流 量QGは3(L・min'1)に設 定 して あ る。 横 軸 に 時 間、 縦 軸
は 原 水 の 値 を1.0と し て、 そ の 比 率 を 示 して あ る。 送 入 オ ゾ ン濃 度 が 高 い ほ ど、 色
素 成 分 の 分 解 が す す み、BODが 増 加 す る こ と が わ か る が、20mgO3・じ1以 上 で は、 そ
の 分 解 速 度 に ほ と ん ど 差 異 の な い こ と が 示 さ れ て い る。 ま たQGを ハ.ラメ ターに と っ
た 試 算 結 果 を 図5-32に示 して あ る。 こ の 場 合 はPiを20mgO3・L-1に設 定 し た。QGの
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増加 と と もに色 素 成分 が分 解 され、BODは増 加 す る が、3L・min-1以上 の ガ ス量 で は
ほぼ 変化 の な い こ とが 図 よ りわ か る。
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図5-26シ ミュレー ション結果 図5-27シ ミュレー ション結 果
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図5-28シ ミュレー ション結 果 図5-29シ ミュレー ション結果
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図5-31送入 オゾン濃度 をパラメータとした試算結果 図5-32ガス流量をパラメータと した試算結果
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こ こ で 連 続 向 流 接 触 筒 に お け る 時 間 的 定 常 条 件 下 で は、 接 触 筒 頭 部 よ りZ(m)の位
置 △Zで の オ ゾ ン に 関 す る 収 支 式 を 宗 宮 、 津 野 は以 下 の よ う に 表 現 して い る。 こ こ






境 界 条 件zニ0;x・0,La・Lai,Lb・Lbi,L・Li・Lai+Lbi
zニH;P=Pi
z;筒 頂 よ り の 位 置(m)
H;筒 の 高 さ(m)
A;筒 の 有 効 断 面 積(m2)A=(1一 φ)Az
Ao;筒の 実 断 面 積(m2)
φ;ホー ルド アップ.φ ・0.930Va3・9660.96と 設 定 し た
Va;がス吹 込 速 度(m3/m2・min)Va・QG/A日
P;気相 中 の オソ'ン濃 度(mg・L-1)
以 上 の 式 群 を 用 い、 高 さ 方 向 に 関 して0.01mのキザ ミ幅 でRKG法 で 差 分 し て 計 算 し た。
図5-33はPi・20mg・L-1,QG・0.3m3・hr1,QG/QL比 ・10の 場 合 に 関 し、
OD41g、OD55日及 び 有 機 物 に 関 し て 計 算 し た 結 果 を 高 さ 方 向 に 示 し た。 こ の 結 果 よ
りOD413に関 し て は 約3mの 高 さ で ほ ぼ 分 解 し、OD553は約1mで 、 高 分 子 有 機 物Aは












図5-33筒高 さに対す る各項 目の挙動
そ こで 図5-34には操 作 因子 と してオ ゾ ン注入 率 を と り、 各 指 標 の残 存 率 を 理 論
的 に試 算 した。 この 図 よ り送 入 オ ゾ ン濃 度 及 び流 入 水 量 の 異 な る処 理 操 作 に 対 し
て、 この注 入 率 で 処理 効 率 を 把握 で き る こ とが わか る。 高 分子 有 機物Aは3mgO3・
mg有機 物 で ほ ぼ除 去 さ れ てい る。 この 結 果 は宗 宮 ら16)のCOD除去 に要 す るオ ゾ ン
注 入 率 の 結果 に一 致 して いる。OD41臼に つ い て は約400mgO3・L-1・単 位OD41ピiで、
OD55日につ いて は約800mgO3・L-1・単 位OD55ピ1で除去 可 能 であ る こ とが示 され た。
さ らに黄 色 を示 すOD416につ いて、 筒 高 さ に対 す る分 解 に必 要 な単 位OD41g当り
のオ ゾン注 入 率 を算 出 した。 筒高 さが 高 くな れ ば注 入 率 は低 くとる こと が で き る
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こ と が 考 え ら れ る。 図5-10。
34にそ の 結 果 を 示 す。 筒880
高 さ を高 くす れば 注 入 率 違60
は減 少 し、 だ んだ ん と変 餐 、。ロ
化が 鈍 くな り、9～10mで020
あ ま り変 化 が み られ な くo
な る 。 こ の 値 は 宗 宮 ら の 。 オ ノ £襲 入 率 誰 、/qL、(300400㎎03・L-1・単 位OD41g)
試 算 に よ るCODの除 去 の た1。o
め の 最 適 筒 高 さ6～7m16》 設80
に比 す と高 いが、 これ は 鷺60
CODが高 分子 物 質Aと され 璽4。
て い るの に比 し、OD410を820
高分 子物 質Aと2次 産 生o
O2004006008001000
物 質Bの 和 で 表 し て い る オ ゾ ン注 入 率Q。P、/Q、L、(mgo。.L-L単位 。D,5。)
た め で あ る と 考 え ら れ る 。100、
　
こ の 図 か ら黄 色 成 分OD4ユS8。 ＼、 全有機物
6を除 去 す る た め に は 筒 高 逮60・ 、
さ を9～10mに と り、 オ ゾ 餐40＼ 、
ン注 入 率 を1・・。g・、・L-・ 羅 ・。 ＼・ぐ 有渤
単 位OD413-1前後 で 操 作 すo＼ ～
01234
る こ とが 適 当 で あ る こ と オゾン注入率Q。P,/Q、L、(㎎0。・㎎有機物)

















3-4し 尿 中の遺 伝 毒 性 の 検 出 とそ の オ ゾ ン処 理
3-4-1C処 理場UF膜 処 理水
図5-36にはCし 尿処 理 場 の 処理 水 濃 縮成 分 の遺 伝 毒 性 結 果 を示 した。 この 図 か
らわ か る よ う に、 し尿 処 理 水 中 に は+sgmixρ
舞 畿 幽 錨 謝 強2芸講 妻 、99。.ガ・・購1.、む
媒 対 照 の最 大 約13倍の値 を示 して い る。 こ 虫1〔刃0
のことは既に何人かの研究者による報告型'勃
蕪叢1難馨鞠 。Or
…sui18'1よRec-a§sayl・よ り し尿 処 醐1/そ/1/311/百/1/31
の生 し尿、 凝 集沈 殿 浮 上分 離 液、 オ ゾ ン ・(
砂 ろ過 処 理水 につ いて、DNA損 傷 性 を検 ・。
出 して い る。 い ずれ もXAD2/エーテlkXAD2/メタ 器+s9血xニ
ノールで比較的強 いDNA損 傷性 を検 出 してい?
る が、+-Sgmix系で の差 は強 くみ られ な い。 婁1000●
これ に対 して 本論 で論 じた遺 伝 毒 性 が+Sgmε800
灘 慧羅難渠
う研究報告 に符合 している19・・ 撚 無 釈率1/91
(希釈倍 率1ニ300mgC・L-1)
図5-36C処 理場処理水の遺伝毒性
3-4-2D処 理 場 の 処 理方 向 にお ける遺 伝 毒 性 の挙 動
各 試料 にお け る濃縮 液 の 」型 テ ス トに お け る β一galactosidase活性(units・OD6臼
ピ1)と、 そ の判 定 結果 を表5-10に示 した。 これ らの 表 よ り、 遺 伝 毒 性 陽 性 を示 す
試 料 が検 出 され る こ とがわ か る。 しか も溶 媒 対 照 の3倍 以上 の強 い陽性(++)を示
す 試 料 が多 い。
しか しなが ら各 試 料 と も濃 縮倍 率 が 異 な り、 これ を① か ら⑧ ま で相 対 的 に そ の
有 す る遺伝 毒 性 の 大 きさ を検 討 す る こ とが で き な い。 そ こで検 出 した遺 伝 毒 性値
Aを溶 媒 対 照 値B(溶 解 性成 分 の場 合 はDMSO、固形 性 成 分 の場 合 はエタノー ル)で 除 した
A/Bを、 各 々の試 料 の濃 縮 倍率 ηで 除 し た値 を算 出 した。 こ の(A/B)/ηは、 各 試 料
を濃 縮 せ ず に原 試 料 の まま試 験菌 株 に投 与 した場 合 に呈 す るで あ ろ う遺 伝 毒
性 値 を表 して い る。 実 際 に は投与 した有 機 炭素 当 りで算 出 す べ きだ が、 濃 縮 過 程
での 回 収 率 が 中途DMSOに溶 解 させ た た め不 明確 とな り、 全 容 量 当 りの濃 縮 値 で算
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出 す る こ と と した。
図5-37に処 理 方 向 に2回 採 水 した遺 伝毒 性 値 の 一Sgmix系に関 す る結 果 を表 した。
図 よ り生 し尿 で固 形物 中 に比 較 的 多 くの遺 伝 毒 性物 質 が 存在 し、7月15日 では 溶解
性 成 分 に お け る遺 伝毒 性 の約4倍 、7月16日で は約10倍の強 度が 測 定 され、 これ は
ヒ トふ ん便 中 に突 然
変 異 原、 あ る い は発 表5-10各試料の判定結果
癌 性 物 質 が存 在す る
とい う報 告 の 通 りで92・7・■5-Sgmix+Sgmi・
あり、固形物すなわ 酬 食謙?繍 望ジ曾 判定 管 訟膿 鰐 判定
ちふん便中に強い遺8窒 と震薔難霧 含器::謂.;
伝毒性が存在するこ8農 唇最暴建謹性 搬 瑠
とが確かめられた・8隷 驚 諜 性 き1葦::窟::
この固 形物 中 の遺 ⑥凝沈上澄溶解性 ・921。2⑦砂ろ過溶解性17269
伝 毒 性 は、 生 物 反 応 ⑧活性炭溶解性 ・58g、
槽 に お い て ジ 如 ロメタソ 溶媒対照148U5
液 液 抽 出 に よ る 濃 縮
は 不 可 能 で あ ・ た もga7鵡,:⊇:望 ここ。.。_、 判定,=識 。.。、飴se綻
の の 、 溶 解 性 成 分 中(units・OD…-1)(皿i…OD。 。。一・)
① 生 し尿 溶 解 性348+444++
の遺 伝毒 性 をみ る 限 ①生し尿固形物 ・6ユ88
り、生物反応槽一脱8騒 唇羨馨建覆性 禦::鍛:‡
離液(固液分離)、8窺 葉雰譲馨簿性 豊量 コ1据:‡
脱水槽分離液におい 離 警毒譲建覆性 懇+=搬
て は ほぼ変 化 が な く、⑥活性炭溶解性2462・2
溶 媒 対 照142118
生 物 処理 工 程 で除 去
され て い な いか、 あ る い は若 干 増 加 して い る。 これ は 固形 物 中 に存 在 した遺 伝 毒
性成 分 が溶 液 中へ 溶解 した こ とに よる のか も しれ な い。
この遺 伝 毒 性 は結局 凝 集沈 殿で 溶 液 中か ら約90%除去 さ れ、 つ い で砂 ろ 過処 理 に
よ りさ らに50%減じる こ とが で きる。 砂 ろ過 後 の 活性 炭 処 理 は ほ とん ど効 果 が み ら
れ な い。
図5-38には、+Sgmix系で の 同様 の 処 理方 向 の 遺伝 毒性 値 を表 した。 遺 伝 毒 性 は
両 日 と も一Sgmix系で得 られ た値 と ほぼ 同等 の値 が得 られ てお り、 また生 し尿 固形
物 中 に も溶 解 性 成 分 に比 し、 約5か ら10倍の遺 伝毒 性 成 分が ある。 と くにふ ん 便
中 で のP450酵素 群 に よ る代謝 活 性 系 で活 性 化 さ れて 遺伝 毒 性 を示 す よ うな物 質 の
存 在 が 示 唆 さ れ る。 処 理 方 向 へ は一Sgmix系と同 様、 生物 処 理 工程 にお い て は、 ほ
とん ど除去 され ず、 凝 集 沈 殿処 理 で90%以上 の除去 が得 られ、 砂 ろ過 処 理 で さ らに
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この よ うに、 生 し尿、 と くに そ の中 で も固形 物(ヒ トふ ん便)中 に存 在 した遺
伝 毒 性成 分 は、 生 物処 理工程 に て は ほ とん ど除 去 さ れ な い生 物 難 分 解性 物 質 で あ
る こ とが 示 唆 され、 この よ うな物 質 の 水環 境 中へ の 放 出 を制 御 す る ため の方 策 が
必要 であ る と考 え る。
3-4-3遺伝 毒 性物 質 のオ ゾ ン処 理 に よる除 去
生 物 処 理 で 除去 が 困 難 な遺伝 毒 性 物 質 の 除去 の た めに オ ゾ ン処 理 の適 用 を考 え
た。 オ ゾ ン処 理 は前 項 で も示 した よ うに、 色素、 及 び難 分 解 性有 機 物 の 分 解 には
有 効 であ る こ とが わ か って い る。
図5-39にはC処 理 場UF膜 処 理 水 の含 有 有 機 炭素 当 りの消 費 オ ゾン量 に対 す る、
各 々 の試 料 を濃縮 した もの の璽型 テ ス ト結果 を図 示 して あ る。 こ の遺 伝 毒 性 は、 消
費 オ ゾ ンの 増 加 と とも に減少 して い き、2つ の 採 水 日の試 料 と も に約1mgO3・mgC雪
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1の消 費 オ ゾ ンで い ず れ も陰性 とな る こ とが認 め られ た。Matsui18)もし尿 中 のRe
c-assayによ る低 減 効 果 を述 べ てお り、 オ ゾ ン酸化 の有 用 性 が認 め られ る。
以 上 の よ うに、 処 理 水 中 に残 存 して いる 遺伝 毒 性 物 質 は、 比 較 的高 い値 が検 出
され、 人 間 由来 の 遺 伝 毒性 物 質が 水 環 境 中 へ放 出 され る可 能 性 の あ る こ とが わ か
ったが、 そ れ らはオ ゾ ン酸 化 に よ り除 去 可 能 で あ る こ とがわ か り、 処 理水 へ の 高
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本 節 で は し尿処 理場 の試水 に対 し遺 伝 毒 性 試験 を行 い、 ヒ ト由 来 の遺 伝毒 性 物
質 の挙 動 を検 討 し、 あ わせ て その オ ゾ ン酸 化 に よ る消 長 の効 果 を検討 した。 以 下
に本 研 究 の成 果 を箇 条 書 に示 す。
①色 素 成 分 の黄 色、 及 び赤色 は単 位有 機 炭 素 当 り1単 位 のオ ゾ ン(1mgO3・mgC暫1)で
ほぼ 消 失 す る。 但 し、 黄色 成 分 に 関 して は 色素 の分 解 の過 程 で生 成 され る もの も
あ り、 完 全 に は消 失 し得 なか った。
② 試 水 を オ ゾ ン酸 化 す るこ と によ り、 そ の生 物 分 解 性 が上 昇 す る指 標 と してBODの
変 化 を測 定 したが、 約1mgO3・mgC藺1の消 費 オ ゾ ン量 で原 水 の約2倍 のBOD値と な り、
後 処 理工 程 と して の生 物 処 理 によ り有 機物 除去 が 可 能 と な る こ とを示 した。
③ 送 入 オ ゾ ン濃 度 とガ ス流 量 をパ ラメータと した実 験 的 検討 よ り、 色 素 成分、BOD、溶
存 オ ゾ ン の数 理 モデ ルに よ り各 々 の分 解 定数 な どが 求 め られ た。 これ によ り操 作 条
件 に よ る処 理 効 率 の評 価 が 可能 と な った。
④数 理 モデ ルを用 い た試 算 結果 よ り、 し尿膜 処 理 水 の オ ゾ ン処 理 に あ って は、 オ ゾ
ン注 入 率 を操 作 因子 と して、 また筒高 さ を設 計 因子 と して色、 及 び有機 物 の 分解
効 率 に関 す る知見 が得 られ た。
⑤ 生 物 処 理 を施 した後 の 処理 水 中 には 強 い遺伝 毒 性物 質 が検 出 で きた。 この 成分
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は、 生 し尿 の 特 に 固形 物 中に 多 く存 在 す る と考 え られ、 生物 処 理、 固 液 分離 脱
水 工 程 を経 る に従 い、 液 中 に遺 伝 毒 性 物質 が多 く溶 出 す る傾 向が み られ る。 この
遺 伝 毒性 は、 凝集 沈 殿 工 程 で約90%除去 で き る こ とがわ か っ た。 この よ う に生 物 処
理 の み で は、 人 間 由来 の し尿 中 に存 在 す る遺 伝 毒 性 成分 は分 解 しが た く、 高 度 処
理 の 必要 が 示 唆 さ れ る。
⑥ この遺 伝 毒 性 を 除去 す るた めの 高 度 処理 法 と して、 オ ゾ ン処 理 の効 果 を検 討 し
た。 生 物 処 理 後、UF膜 で ろ過 した試 料 の有 す る有 機炭 素 当 りの 消費 オ ゾ ン量 で
約1mgO3・mgC　1でSep-pak吸着 一メタノー 1レ抽 出画 分 中 の 遺 伝毒 性 は消 失 した。
第4節 結 語
本 章 で は水 環 境 に流 入 す る試 料 と して、 下水 処 理 場 及 び し尿処 理場 の 処 理 水 を
対象 と して、 型 テ ス トで 遺 伝毒 性 を検 討 した。 以 下 に成果 を ま とめて 記 す。
①都 市下 水 の 濃 縮成 分 を、 型 テス トに 適用 した と ころ、 遺 伝 毒 性 陽性 はSep-pak
の メタノール画 分 で強 く検 出 さ れ、 特 に+Sgmix系で よ り強 く検 知 され た。 この こ と は都
市 下 水 処理 水 中 に 残存 して い る有 機 物 中 に は遺 伝 毒 性 を示 す様 な成 分 が含 ま れ て
い る こ とを示 す と と もに、Sep-pakC18樹脂 に よ りそ れ ら有機 物 の 回収 が可 能 で あ
る こ と を表 して い る。 またSep-pakはカー トリッジ型 で扱 いが 簡便 で、 現 場 で の濃 縮 に
も適 して いる ことが わ か った。
② この よ うな遺 伝 毒 性 を示 す 成分 は、 曝 気槽 流 入 水 中 に も検 出 で き たが、+Sgmix
系で 約1/7と、 生 物処 理 過 程 で あ る程度 減 少 して い る こ とが わ か った もの の、 調査
した処 理 場 で一 週 間通 して処 理水 中 に検 出 され、 日常 的 に都 市 下 水 中 に流 入 す る
可 能 性 の あ る有 機 物 に 由来 して い る こ とが示 唆 され た。
③ この 遺 伝毒 性 成 分 を 除去 す るた め に高度 処 理 の 導 入 が必 要 で あ る と考 え るが、
こ こで は オ ゾ ン酸 化 に よ りそ の除 去 を 検討 した。 遺 伝毒 性 成 分 は、 処 理 水 の有 す
る有 機炭 素 量 に対 す る消 費 オ ゾ ン量 で、 約0.5mgO3・mgC-1で消 失 しう る こ とが
わ か った。
④ そ こで この 遺 伝毒 性 を有 す る成 分 が ヒ ト由来 の ・3・ん便 中 に存 在 す る成 分 で あ る
可能 性 を考 え、 し尿 処 理 場 に お け る調 査 を実 施 した。
色 素成 分 の 黄 色、 及 び赤色 は単 位有 機炭 素 当 り1単 位 のオ ゾ ン(1mgO3・mgC-1)で
ほぼ 消失 す る こ とが得 られ た。 実 験 的 に得 られ た反 応定 数 を適 用 した数 理 モ デ ル
を用 い た解 析 によ り、 オ ゾン酸 化 によ る色 素 成 分 分 解 の ため の 操 作 ・設 計 因 子 の
検討 が可 能 と な った。
⑤生 物 処 理 を施 した後 の処理 水 中 には 強 い遺 伝 毒性 物質 が 検 出 で きた。 この 成 分
は、 生 し尿 の特 に 固形 物 中 に多 く存在 す る と考 え られ.生 物 処 理、 固液 分 離、 脱
水工 程 を経 るに従 い、 液 中 に遺 伝 毒性 物 質 が 多 く溶 出 す る傾 向 が み られ る。 この
遺伝 毒 性 は、 凝集 沈 殿 工 程 で約90%除去 で き る こ とが わ か った。 この よ うに生 物 処
理 の みで は、 人 間 由来 の し尿 中 に存在 す る遺伝 毒 性 成 分 は分 解 しが た く、 高 度 処
理 の 必 要 が 示 唆 さ れ る。 この遺 伝 毒性 を除 去 す る た めの 高 度 処 理法 と して、 オ ゾ
ン処 理 の 効果 を検 討 した。 生 物 処 理後、UF膜 で ろ過 した試 料 の 有 す る有 機 炭 素
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当 り の 消 費 オ ゾ ン量 で 約1mgO3・mgC-1でSep-pak吸着 一メタノー ル画 分 の 遺 伝 毒 性 は 消 失
し た。
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第6章繍
本 研 究 で は水 質 の 高度 化 に と もな い着 目され て き て い る水 環境 中の微 量 有 機物
の安 全性 を、 遺 伝 毒性 を指 標 と して評 価 を進 め た。 発癌 性 に 相関 が あ る と いわ れ
る遺 伝子 上 の毒 性 を検 索す る ハ'クテリアを用 い た既 開 発 の遺 伝毒 性 試 験 に対 して そ の
適 用 の 簡便、 迅 速 さを 図 るた め の実 験 手技 の検 討 を行 い、 さ らに試験 法 の測 定条
件 の 把握 の た め、 遺伝 毒 性 発 現 の現 象 を把 握 しよ う と した。 さ ら には水 環 境 中 の
有 機 物質、 消 毒 に 関 わ る副 生 成物 や、 農薬、 染 料 の原 料 物質 の遺 伝毒 性 を検討 す
る と と もに、 その 評 価法 を示 した。 さ らに本 研 究 で検 討 して き た試験 法 を現 場 の
試 料 に適 用 す る際 の有 機 物 回 収 と毒 性 検知 に関 して考 察 を実 施 した。 以 下 に各 章
毎 に 成果 を ま とめ、 最 後 に本研 究 で得 られ た結論 の特 色 をま とめ て記 す。
第1章 で は、 化 学物 質 によ る発 癌、 突 然 変異 の誘 発 が指 摘 され る背 景 を述 べ る
と と もに、 遺 伝毒 性 を水 環 境 で指 標 と して取 り上 げ てい く意 義、 及 びそ の 問題 点
を指 摘 した。 と くに混 合 試料 で あ る水 環 境 試料 が、 その 中の どの有 機 物 を対 象 に
変 異 原性 を検 出 して い くの か を設 定 す る こ とに よ り、 濃 縮 の 技法、 回 収法、 及 び
変異 発現 の機 構 を理 解 して の毒 性 試験 法 の 採用 と、 内外 の研 究者 に よる展 開 を概
観 した。 これ によ り本 研 究 で適 用 して い く遺伝 毒 性 試験 法 や 試料 の濃縮 法 の 位置
付 を 明 らか に しよ うと した。
第2章 で は、 小 田 ら に よっ て開 発 さ れ た遺伝 毒 性 試験 法 で あ るサルモネラ菌 を使 っ た
塑 テ ス トを水 環 境試 料 に適 用 す る ため の簡 便 化 迅 速 化 を検 討 し、 さ ら に誤 りが
ち のDNA修 復 を なすumuDC遺伝 子 の 誘 発 に関 す る現 象 よ り本 試験 法 の有 用性 を検
証 し、 そ の測 定 条 件 を明確 化 す る こと を試 み た。 得 られ た成果 を以 下 に ま とめ る。
① パ イオアッセイの課 題 であ るテ ス トの簡 易 化 を検 討 し、 培養 時 の 振 と う数 の決 定、 細
胞 膜 破 砕 へ の界 面 活 性 剤SDSの適 用 で迅 速 に結果 を得 る ことが で きる よ うに な った。
② 化 学 物 質 の種 類、 濃 度 に よ り陽 性 反 応 の現 れ 方 に差 異 の あ る こ とが観 察 さ れ た。
塩 素 処 理生 成 物 と され るm一ジ クロロペ ンセ'ン、 如 ロホ肱、 フ'旺ホ肱、 そ して オ ゾ ン処 理 生
成 物 とさ れ るホルムアルデ ヒド、 グ リオキサ㌦ ルさ らにm一ク叩 フェノールをモ デ ル物 質 と して、 適 当
な濃 度 を与 え、 経 時 的 に菌 体濃 度、umuDC遺伝 子 量、dehydrogenase活性 量、AT
P量 な ど の変 化 を 測定 した。 この 結 果、DNAの 修 復 の た め に一 時的 に細胞 分 裂
を停 止 して い る細胞 の遅 滞期 は、 化 学物 質 によ り異 な り、 しか もそ の長 さはdose
responseを示 した。 同様 にumuDC遺伝 子 の 誘発 量 を表 す β一galactosidase誘発 速
度 に も物 質 に よ り差 異 が 認 め られ、doseresponseが示 され た。
③ プ 旺ホルム、m一ゾ クロロペ ンセ"ンの細 胞 内外 での 挙動 と、umuDC遺伝子 の誘 発 を経 時 的 に
検 討 した結果、 プ 旺 ホルムの 場 合 に はそ の まま の形 で 細胞 内 に 摂取 され、1cellに10
8m。1ecules程度 の量 が摂 取 さ れ た と きにumuDC遺伝 子 の誘 発 が観 察 で き た。m一シ'
如 ロペ ンセ'ンは 細胞 外 で その 形 を変 えて 摂取 され、DNAを 損傷 してい る ことが 推察
され た。 この経 時 的 な 変化 にお い て、DNA修 復 の ため にumuDC遺伝 子が 誘 発 され
て い る間 は蓄 積 され たエネルキ'一源 で あ るATPがDNA修 復 の ため に消 費 され、 修
復終 了時 に再 度 基 質分 解、ATP蓄 積、 そ して 細 胞 の再 増 殖 が み られ る こ とが わ
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か っ た。
④ プ 旺 ホ肱、m一シ`如ロペ ンセ'ンに よ ってumuDC遺伝 子 の 誘 発 が み られ た菌 株 は、DNA
上 に塩 基 対交 換 の突 然 変異 を生 起 して い る と と もに、 ス トレス を 与 え続 け る と、
菌 株 は耐 性 を有 し、 変 異 を有 した まま生 存 す る こと と考 え られ る。 この 観 点 か ら
化 学 物 質 の ス トレスを 与 え て、 増 殖阻 害 が 起 こ り、 その 間umuDC遺伝 子が 誘 発 され
たの ち、 再増 殖 した菌 は、 突 然変 異 をDNA上 に有 した菌 で あ り、 遺 伝 毒 性 的 に
みれ ば危 険度 が増 して いる とみ な せ る。
⑤ 本 試験 法 に は小 田 らの 開発 した標 準 法 に対 して本 研 究 を通 して の検討 の結 果、
水 環 境 化学 物 質 に適 用 す る際 に、 以 下 の諸 点 を添 加 す べ きで あ る と考 え る。
a)被検化 学 物 質 の 示 した酵 素 活性 量 をA、溶 媒対 照 をBと す れ ば遺 伝 毒性 強度 は(A
-B)/Bで表 示 しうる。
b)化学物 質 の投 与 に際 し、 再 現性 の ため に初 期 菌 体 量 を試 験 を通 して一 定 とす る
こと、 つ ま り化 学 物 質 の試 験 菌株 に対 す る負 荷 量 は統一 す る こ とが望 ま しい。
c)化学物 質 の投 与 量 は負 荷 量 表示 と し、 濃 度 表 示 に併記 す る こ と と した。
d)反応2時 間 の標準 デ ー タ は測定 す る要 が あ るが、 増殖 阻害 が み られ た場 合、 反
応 を。vernightで実 施 す る 系 を作 り、 細 胞 が 死 に至 ったの か、 あ る い は再 増殖 した
のか を確 認 す る必 要が あ る と考 え る。
第3章 で は、 浄 水、 下 水 の消 毒 に使 用 さ れ る塩 素 処理、 あ る い はオ ゾ ン処 理 に
よ り生成 す る化 学 物質 に関 して遺 伝 毒 性 に つ いて 検 討 した。 こ こで両 酸 化 法 に よ
る副 生成 物 は、 極 性 の相 違 か ら濃 縮 法 が異 な る こ と、 ど の分 画 に遺伝 毒 性 活 性 が
あ るか を 同定 す る必要 の ある こと を勘 案 し、 既 に同 定 さ れ た副生 成物 に関 して、
代 表 的 な もの を各 々遺 伝 毒性 を評 価 して い く方 が 簡 便、 かつ 迅 速 な結 果 が 得 られ
る との立 場 か ら遺 伝毒 性 試 験 を実 施 した。 本 章 で の 結果 に よ り両 化学 酸 化 処 理 で
の副 生成 物 に関 す る遺 伝 毒性 の評 価 に 新 た な 「遺 伝毒 性 指 数 」 を 導入 し、 定量 的
な情 報 を与 え る こ とが 可 能 とな っ た。
まず一 次 スクリーニング と して、 パ クテリアアッセイで ある 塑 テ ス トを各 々 の化 学物 質 に適 用
した。
① 塩素 処 理 生 成物 とされ る化 学 物 質19種中、 菌 体 と化 学 物 質 との反 応 時 間2時 間 で
陽性 を示 した 物質 は以 下 の通 りで あ る。
-Sgmixm一シ'ク日日へゆンセ"ン、1,2,4一トリク日ロへ"ンセ'ン、フo[1モホルム
+Sgmixm一シ"クロロへ"ソゼ ン、シ'ク叩 酢 酸 、トリ如 口酢 酸 、如 ラー ル
② オ ゾン処 理 生成 物 と され る化 学 物 質18種中、 反応 時間2時 間 で 陽性 反 応 を呈 し
た もの を以 下 に示 す。
-Sgmixホルムアルテ'ヒト●、イオノン
+Sgmixホルムアルテ"ヒド、フルフラー ル、カルホ"ン、ク●リオキサ"一ル、アクロレイン
③ 遺 伝 毒 性 の 強 さ を表 す 指標 と して、 前 章 で 検 討 した よ うに 化学 物 質 の 投 与 量 は、
細胞 への 負荷 量表 示 で 表 した方 が望 ま しい との 考 え方 か ら、 各 化学 物 質 の 陽 性 を
示 した最 小 の、1細 胞 当 りの化 学 物質 の投 与 分 子数 を計 算 し、 これ を 「遺 伝 毒性
指 数 」 と定義 した。 この 遺伝 毒 性指 数 が小 さい ほ ど遺 伝 毒 性 の 強 い化 学 物 質 で あ
る こ とが 示 さ れ る。 被 検 化学 物 質 は109～1016molecules・cel1-1で陽性 を示 した。
検 討 した 化学 物質 中で は、-Sgmix系で はフ'旺ホ肱 が、+Sgmix系で はジ 如 ロ酢 酸、 トリ
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如 ロ酢 酸、 如 ラールが比 較 的 強 い遺 伝 毒性 物 質 で あ る こ とが わか っ た。
④試 験 菌 株 と化学 物 質 との反 応 時 間 を2～24時間 と比較 的 長 くと る こ とで、 陽性 に
転 じた、 あ る いは 陽性 反 応 で もそ の遺 伝 毒 性強 度 を さ らに増 した物 質 を 検索 した。
以下 に示 す。
-Sgmix;クロロホルム、 トリクロロエチレン、 テトラクロロエチレン、 クゆリオキサ'一ル、 イオノン
+Sgmix;m一シ'クロロへ'ンセ'ン、 フ"ロモホルム、 クロロホルム、 アセチルアセトン、 イオノン、 アク日レイン
次 に細 菌 細 胞 で の遺 伝毒 性 試験 に お いて 陽性 を示 した化 学 物質 を、 二 次 スクリーニン
グ と して哺 乳 動物 細 胞 を用 い たCHL/IU細胞 で染 色 体 異常 誘 発 性 を検 討 した。 結 論
を以 下 に示 す。
⑤塩 素 処 理 生 成物 中、 陽性 を示 したの は、 ク叩ホルム、1,2,4一トリ如ロペンゼ ン、m一シ"如ロ
ペ ンゼン、 ゾ 如 ロ酢 酸 トリ如 ロ酢 酸 及 び如 ラー ルで あ った。 またオゾ ン処 理生 成物 で は、 ホ
ルムアルデ ヒド、 フルフラール、 グ リオキサ㌧ル、 加 ボン、 及 びイオノンが 陽性 と判 定 で き た。 この 中 で
染 色体 異 常 誘 発率 が陽 性 で あ り、 かつ 細胞 の増 殖 が 認 め られ る化 学物 質 は、 如日ホ
ルム、m一ジ 如 ロペ ンセ'ン及 びグ リオキザ ルーで あ った。
⑥染 色 分 体 切 断型 の異 常 は、 如 ロ勅ム、 ゾ 如ロ酢酸 如 ラール、 ホルムアルデ ヒド及 びイオノンに
多 くみ られ た。 ま た大 きな損 傷 と して 考 え られ る交 換型 の異 常 は、 如 日ホルム、 ホルムア
ルデ ヒド に比 較 的多 く観 察 で き た。
⑦遺 伝 毒 性指 数 に よ る誘発 性 の表 現 に よ り、 トリ如 ロ酢酸 と、 イオルが 強 い誘 発 性 を示
す ことが 表 さ れ た。 ま た耕 ムアルデ ヒド よ りも如 ロホ肱 が若 干 強 い誘 発性 を示 して いた。
各 々 の指 数 は1011～10umolecules・cell-1で細 菌 細胞 での 値 に比 し、102～104倍
で あ った。
第4章 で は化 学 物 質 の遺 伝 毒性 評 価 を、 化 学 物質 の持 つ構 造 がDNA損 傷 に影
響 を及 ぼす で あ ろ う との知 見 か ら、 構 造 因子 に よ り推 定 す る こ とを試 み た。 次 に
この よ う なハ'イオアッセイに よる遺 伝毒 性 試 験 の結果 か ら リス ク管 理 の場 へ の 適用 性 を
検討 す るた め に、 確 率 モ デル を適 用 し、 飲 料 水 中 の リス ク評 価 を実施 して い る。
以 下 に得 られ た成 果 を まとめ る。
①芳 香 族 有機 塩 素 化 合物 如 ロペ ンゼン、 ク叩 フェノール、 如 ロニトロペ ソゼン、 如 ロアニリン、 如口トルエ
ン、 如 ロ安 息香 酸、 如 ロアルデ ヒドの有 す る 遺伝 毒 性 強度 と、 そ れ らの 構造 因 子 間 の相
関 を検討 した。 構 造 因子 には 塩素 置換 基数(Nc)、親 水 性 及 び疎 水 性 の指 標 とな る
溶 解 度(Ws)、複 雑 な立 体 効果 を表 す融 点(F)、及 び 電子 的効 果 を表 すHammettの置
換 基 定数(Σ σ)を採用 した。 そ の結果、 ク0ロフェノー ル類 に これ ら構造 因子 との比 較 的
強 い 相 関性 が み られ た。
② 如 ロフェノール類 に対 して、 上記 構 造 因子 に加 え、 疎 水 性 の指 標 で あ るn一オクタノー ル/水分
配係 数(logPow)、酸 解 離 定数(pKa)、分 子 の立 体効 果 の 指標 で あ る原 子 価 分 子結 合
性指 数(1xv)、及 び分 子 の有 効 断 面周 囲(ΣD)と遺 伝 毒 性強 度(A-B)/Bの相関 を求
め た。 そ の 結 果、 如ロフェノー ル類 の遺 伝毒 性 強 度 は、 細 胞膜 透 過 に係 わ るlogPow、及
びDNAの 結 合 に 関与 して い る と考 え られ るNc、EΣ σ、1xv及 び ΣDに高 い相
関性 を示 した。 と くにDNAの 損傷 に関 わ るよ うな化学 物 質 の立 体 構 造 に関す る
因子 が高 い寄 与 率 を有 して い た。 これ らの 解析 に よ り、 上 記 異性 体 の 遺 伝毒 性 を
その 構 造 よ り推定 す る こ とが 可能 とな った と考 え られ る。
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③ モ デル 化学 物質 群 に 対 し、 そ れ らの有 す る遺 伝毒 性 が 無 閾 値 反 応 で あ る と して、
そ の飲 料 水 中 に お け る実 質安 全 用量 を評 価 しよ う と試 み た。 プ 旺 ホルム、 クロロホ肱、m
一ジ ク叩ペ ンセ'ン、 ホルムアルテ'ヒド、 グ 財 キザ →レ、m一如ロフェノー ルの 闘胆テ ス ト結果 に対 し、 確
率 モ デル と してOne-hitmulti-targetmodelを適用 し、 その 適 合 性 を確 か め た。
④ 実質 安 全 容 量VSDの 試算 のた め に、10-6の危 険率 で試 算 した。 そ してヒト1細
胞 当 りの 実質 安全 用 量 式 を呈 示 した。 この 式 を 用 い、1日2Lの 飲 料水 を成 人 が生
涯70年間 摂取 す る とき、 全細 胞 で 遺伝 毒 性 の生 起 す る用 量 は、 各 モ デル 物 質 で μ
g・L-1で小 数 点 以 下1ケタか ら以 上1ケタの範 囲 に あ る こ とが 試算 で き た。 これ はUS.EP
AHealthAdvisoriesにお ける有 機 塩 素 化合 物 の 発 癌 性 に 関 す る生 涯 実 質 安全 用量
とオー ダ でー一 致 して お り、 堕旦テ ス トとOne-hitmodelによる試 算 が リス ク 評価 に適
用可 能 で ある と考 え られ た。
第5章 では 実 際 に水 環 境 に流 入 す る試 料 と して、 下水 処 理 場 及 び し尿 処 理 場 の
処 理 水 を対 象 と して、 型 テス トで遺 伝 毒性 を検 討 した。 以 下 に 成果 を ま とめ て
記 す。
① 都 市下 水 の 濃 縮 成分 を、 型 テ ス トに適 用 した と こ ろ、 遺 伝 毒 性 陽 性 はSep-pak
のメタノール画分 で強 く検 出 さ れ、 特 に+Sgmix系で よ り強 く検知 され た。 この こ とは都
市 下 水処 理 水 中 に残存 して い る有 機 物 中 に は遺 伝毒 性 を示 す 様 な 成分 が 含 まれ て
いる こ とを示 す と と もに、Sep-pakC18樹脂 に よ りそ れ ら有 機 物 の 回収 が 可 能 で あ
る こ とを表 して いる。 ま たSep-pakはカー トリッジ型 で 扱 いが簡 便 で、 現場 で の濃 縮 に
も適 して い る こ とが わ か った。
② この よ うな遺 伝毒 性 を示 す成 分 は、 曝気 槽 流 入 水 中 に も検 出で きたが、+Sgmix
系 で 約1/7と、 生 物 処 理過 程 で ある程 度 減 少 して い る こ とが わ か った もの の、 調査
した処理 場 で 一 週 間通 して処 理 水 中 に 検 出 され、 日常 的 に都 市 下 水 中 に流 入 す る
可 能 性 の あ る有 機物 に 由来 して い る こ とが 示 唆 され た。
③ この遺 伝 毒 性 成 分 を除 去 す る ため に 高度 処 理 の 導 入が 必 要 であ る と考 え るが、
こ こで は オ ゾ ン酸 化 に よ りそ の除 去 を 検討 した。 遺 伝毒 性 成 分 は、 処 理 水 の 有 す
る有 機炭 素 量 に対 す る消 費 オ ゾ ン量 で、 約0.5mgO3・mgC-1で消 失 しうる こ とが
わか った。
④ そ こで この遺 伝 毒性 を有 す る成 分 が ヒ ト由来 の ふ ん便 中 に存 在 す る成 分 で あ る
可 能 性 を考 え、 し尿処 理 場 に お け る調 査 を実 施 した。 こ こで もそ れ らの 除去 にオ
ゾ ン酸 化 の適 用 性 を検 討 したが、 生 物 処 理 を施 した後 に残 存 して い る色 素 成 分 の
除去 のた め に、 実 験 に よる理 論式 を適 用 し、 そ の除 去 の た め の操 作 ・設 計 因子 を
検 討 で きた。
⑤ 生 物 処 理 を施 した後 の処 理 水 中 に は強 い遺 伝 毒 性 物 質 が検 出 で き た。 この成 分
は、 生 し尿 の特 に固形 物 中に 多 く存 在 す る と考 え られ、 生物 処 理、 固液 分離、 脱
水 工 程 を経 る に従 い、 液 中 に遺伝 毒 性 物 質 が多 く溶 出 す る傾 向が み られ る。 この
遺 伝 毒性 は、 凝 集 沈殿 工 程 で 約90%除去 で き る こと が わ か っ た。 この よ う に生 物 処
理 の み で は、 人 間 由来 の し尿 中 に存 在 す る遺 伝 毒 性 成 分 は分 解 しが た く、 高 度処
理 の 必要 が示 唆 され る。 この遺 伝 毒 性 を除去 す る ため の 高度 処理 法 と して、 オ ゾ
ン処 理 の効 果 を検 討 した。 生 物処 理 後、UF膜 で ろ過 した試 料 の有 す る有 機 炭素
当 りの消 費 オ ゾ ン量 で約1mgO3・mgC-1で遺 伝 毒 性 は 消失 した。
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以上のように各章毎 に得 られた成果 を再度整理 し、 遺伝毒性に関する本研究の
特色を明確 にす る。
第一点 として、 遺伝毒性検出のためのハ'クテリアアッセイ 」型 テ ス トの適用性の問題で
ある。 これは開発 された標準法 を水環境試料に適用 してい く際の測定条件 に係わ
る検討を実施 して いる。 主 と して第2章 で検討 したが、 塑 テス トはDNA上 の突
然変異を左右す るSOS修復 機構 による試験法であること、 そ のためのumuDC遺伝子
を直接測定 していること、 そ して液体培養 であ るがために水環境試料に適用 して
濃度表示 が可能である ことな どの利便性を有 している。 実際に他 に多用 されてい
るAmes試験 は突然変異 した現象を測定 しているが、 結果が得 られ るまでに2日 間
を要する し、 また反応 が特異的であるため複数の菌株 を必要 とす る。 これに対 し、
里型 テス トがその遺伝子の誘発 により突然変異が生起 していることが確かめられ、
単菌株での結果の迅速処理 という遺伝毒性 のハ'クテリアアッセイとしての要件 を十分に満
たす ことを述べて きた。 そしてDNA塩 基対に対 して化学物質が分子 レベルで作
用す ることに鑑みて、 単位細胞 に対する化学物 質の投与分子数 という 「遺伝毒性
指数 」を提唱 し、 これを評価の基礎単位 と した。
第二点は第4章 中で述べたように、 遺伝毒性 の定量評価と して遺伝毒性指数の
考え方を用 いて遺伝毒性の実質安全濃度を算出 し、 その値 の発癌性試験での結果
と比較することにより、 皿望テス トの リスク評価への適用性を示 し得たことである。
この ことは生物試験法 による遺伝毒性の検出の次元か ら、 その化学物質の制御へ
の情報を提供す る評価法 を検討 したこととなる。
第三点 は水環境中に存在するとされる化学物 質群 に対 してアッセイを適用 し、 その
遺伝毒性 の強 さを、 上記の指数 をもって評価 しようと した。 これは第3章 と第4
章、 第5章 の中で取 り上 げているが、 まず対象 に消毒のための化学酸化処理、 塩
素処理 とオゾン処理の副生成物 を夕一ゲ ッ トとした。 これ らの遺伝毒性評価 は、
有機塩素化合物 を生成 する塩素処理工程 に変わる消毒 ・酸化処理法と して近年わ
が国で も適用が広がる兆候を見せているオ ゾン酸化 の、 塩素消毒に対す る安全性
の評価のニーズを背景 に有 している。 本研究では極性の異なる両化学酸化処理生
成物の比較 を同定され た化学物質 を遺伝毒性指 数で表す ことにより、 定量化 した
ところに特徴がある。 また農薬、 染料の原料 となる芳香族有機塩素化合物の一連
の物質群 を、 その異性体の有 する構造 因子 によ り遺伝毒性への影響 を推定するこ
とが可能 とな った。 さらには実際の水試料 にまで本試験方法 を適用す ることがで
きた。
第 四点 は第5章 中で示 した様な、 遺伝毒性試験 を水環境試料に適用す る際の最
大 の問題点 となる濃縮 ・回収法につき検討 を加 えたことである。 本研究中では下
水 と し尿の生 物処理水 を対象 に、 現場 で、 迅速 で扱 いが簡単であ り、 かつ 目的 と
す る遺伝毒性成分の回収が可能である吸着樹脂 を駆使 している。
第五点 は、 同章中で、 生物処理 で残存する遺伝毒性成分 に対 しオゾン処理 の有
効性 を示 し得 たことである。 これは水質の高度化、 親水空間での再処理水の利用
が頻繁になるにつれ、 潜在化 している微量有機物の安全性 の確保 のため に必要 な
高度処理法の導入 を示唆 したもの となっている。
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一 方、 本 研 究 で扱 っ た水環 境 試 料 の 遺伝 毒 性 に関 して 今後 に残 る課 題 を以 下 に
簡単 に あ げ る。
第 一 点 は、 水環 境 試 料 の よ うな混 合 試料 中の 遺 伝 毒性 を如 何 に正 確 に把 握 す る
か とい う問 題 で あ る。 これ は2つ の トレン ドが あ る と考 え られ る。1つ は混 合 試
料 中 の遺 伝 毒 性 を全 体 的 に捉 え る ため に、 効 果 的 な 濃 縮 ・抽 出 ・分 画法 を適 用 し
て い く方 法 で あ る。 こ れ は各 種 の 濃 縮 法 の 開発 に力 点 が お か れ る ことに な る が、
一方、 摘 出 され た遺 伝 毒 性 を示 す 物質 は何 か、 とい う問 い に は煩 雑 な 同定 操 作 と、
た とえ 同定 で きた と して も複 合 効 果 を考 え る と、 遺 伝毒 性 の効 果 を決定 的 に表 し
が た い面 が あ る。 もう一 つ の方 向 は、 近 年 の環 境 変 異原 学 会 で 進 行 して い る特 定
のDNA損 傷 を誘 導 す るに至 る酵 素系 を、 アッセイ中 に 組 み込 み、 そ れ を もっ て混 合
試 料 中の 特 定 の物 質 群 の 存在 を同 定 し、 同時 に 変異 原性 を評 価 しよ うとす る もの
で あ る。 た とえ ば、 ニトロアレーンを還 元 す る 二トロ還 元酵 素、 芳 香 族 アミンをアセチル化 す る0一ア
セチル転移 酵 素 を産 生 す る遺 伝 子 を組 み込 んだAmesテス トYGシリース"の開発(国 立 衛試
能 美 ら)、umuテ ス トNMシリーズ の 開発(大 阪府 公 衛 研 小 田)、 アルキル化 剤 に よる
修 復 欠 損 株{麹 遺伝 子 の 導 入(能 美、 小 田 ら)、 活 性 酸素 検 出系 ㎏主一迦 遺 伝子
の導 入(同 志 社 西 岡、 京 大 米井)、 力ニクイザ1肝 の チトクロー ムP450を発 現 す るDNA
のCHL細胞 へ の 導 入(北 大 鎌 滝 ら)、 また将 来 は ヒト肝P450の導 入 も検 討 され て い
る。
第 二 点 は、 これ らの 開発 が 進 む で あ ろ うDNA損 傷 と修復 を特 定 す る 現象 に即
した試 験 法 よ り得 た情 報 を評 価 し、 規 制 を作 り上 げ る ため のcriteriaを提 供 す る
リスクアセスメントの確 立 で あ ろ う。 遺伝 毒 性 の リスクアセスメントを実 施 す る に は、 まず 適 合 す る
デー タが、 ヒトの遺 伝 毒 性 の ど の現 象 を表 現 して い る か を理解 す る こ とに 加 え、 適
当 な モデ ル の適 合 性 が 必要 と され る。 いず れ に しろ、 水 環境 の遺 伝 毒性 研究 の展
開 と、 そ の評 価、 制 御 につ いて は研 究 の端 に つ い た感 も否 め ず、 今 後 の 展 開 を期
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